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Viskoznost vodnih raztopin govejega serumskega albumina 
Povzetek 
Pri obravnavi zdravil, ki temeljijo na proteinih, njihovi učinkovitosti in roku trajanja je ključni faktor 
stabilnost proteinov v raztopinah. Odvisna je od koncentracije proteina, temperature raztopine in 
njene pH vrednosti, vrste pufra in koncentracije dodanih snovi (soli, sladkorjev…). Pri stabilnosti 
raztopin igra ključno vlogo njena viskoznost. Pri proizvodnji in odkrivanju novih zdravil težijo k 
maksimalni učinkovitosti zdravila (največja možna koncentracija) in minimalni viskoznosti. Zato je 
pomembno poznavanje interakcij protein-protein in možne vplive na te interakcije. Glavni cilj 
magistrske naloge je preučiti iono-specifični vpliv soli na viskoznost govejega serumskega albumina 
(BSA). 
Najprej sem določil odvisnost viskoznosti, η, raztopine BSA v 20 mM acetatnem pufru pri  
pH = 4,3 glede na koncentracijo proteina (do 160 mg/mL) in temperaturo (5-45 °C). Viskoznost 
raztopine se je pri 25 °C povečala za skoraj 230 % pri koncentraciji BSA 160 mg/mL v čistem 
acetatnem pufru, glede na viskoznost raztopine pri koncentraciji BSA 20 mg/mL. S temperaturo je 
viskoznost padala. Pri koncentraciji BSA 100 mg/mL je viskoznost padla za skoraj 60 % pri 
postopnem višanju temperature od 5 do 45 °C. Koncentracijsko in temperaturno odvisnost 
viskoznosti sem modeliral po preoblikovani Arrheniusovi enačbi in teoriji prehodnega stanja. Teorija 
se je dobro ujemala z eksperimentom. Po drugi stran pa model togih kroglic ni ustrezal 
eksperimentu, razen v primeru, ko je bil za izračun modela uporabljen večji Stokesov radij, kot pa je 
bil za BSA določen eksperimentalno.  
Nadalje sem določal odvisnost viskoznosti raztopin BSA s koncentracijo 100 mg/mL glede na 
koncentracijo dodanega 1-1 elektrolita (LiCl, NaCl, KCl, RbCl, CsCl, NaBr, NaI) v razponu 
koncentracije soli od 0,1 do 1,75 mol/L pri 25 °C. Trend pri spreminjanju anionov (natrijevi 
halogenidi) je sledil neposredni Hofmeistrovi vrsti (Cl
-
 > Br
- 
> I
-
), medtem ko je bil trend pri 
kationih ravno obraten in je sledil inverzni Hofmeistrovi vrsti (Li
+
 > Na
+
 > K
+
 > Rb
+
 > Cs
+
). Za oba 
trenda velja, da z naraščanjem polarizabilnosti spreminjajočega se iona, viskoznost pada. Ravno tako 
sem določil še vpliv dodane soli na vrednost pH.  
Za konec sem določil še odvisnost viskoznosti 100 mg/ml BSA z dodanim 1-1 elektrolitom (LiCl, 
NaCl, KCl, RbCl, CsCl, NaBr, NaI) koncentracije 1,0 mol/L v temperaturnem razponu od 5 do 
45 °C. Tudi tu je trend spreminjanja viskoznosti za anione sledil neposredni Hofmeistrovi vrsti  
(Cl
-
 > Br
- 
> I
-
), trend spreminjanja kationov pa inverzni Hofmeistrovi vrsti (Li
+
 > Na
+
 > K
+
 > Rb
+
 > 
Cs
+
). Pri temperaturnem programu se lepo vidijo razlike v viskoznosti med kozmotropnimi in 
kaotropnimi ioni, še posebej pri alkalijskih kloridih. Tu lahko vidimo razliko v viskoznosti med 
NaCl in KCl izrazito pri 5 °C, ki pa s temperaturo pada in je pri 45 °C še komaj opazna.  
 
Ključne besede: viskoznost, goveji serumski albumin (BSA), iono-specifični vplivi,  
(1-1) elektroliti, Hofmeistrova vrsta.  
Viscosity of aqueous solutions of bovine serum albumin 
Abstract 
Stability of proteins in a solution is an essential factor when dealing with protein drug formulations, 
their efficiency and storage. The stability depends on many factors, such as: protein concentration, 
solution temperature and pH value, buffer identity and the nature/concentration of added excipients 
(salts, sugars etc.). Viscosity of protein formulations is a key ingredient in determining the stability 
of proteins and an integral component of protein formulations. The pharmaceutical design of protein 
formulations streams towards maximal efficiency (protein concentration) and minimal viscosity. 
Therefore, it is essential to know the nature of protein-protein interactions and the possible 
influences on these interactions. The main focus of this Master Thesis is to study salt-specific effects 
on the viscosity of aqueous-buffer solutions of bovine serum albumin (BSA). 
First, we determined the dependence of the viscosity, η, of BSA in an aqueous 20 mM acetate buffer 
at pH = 4,3 on the protein concentration (up to 160 mg/mL) and on temperature (5-45 °C). The 
viscosity of the solution at 25 °C increased for almost 230 % at 160 mg/mL compared to a protein 
free formulation at concentration 20 mg/mL. It decreased with temperature, and for 100 mg/mL BSA 
formulation the drop was almost 60 % when gradually increasing temperature from 5 °C to 45 °C. 
We modelled the concentration and temperature dependence of the solution’s viscosity on a modified 
Arrhenius and absolute rate theory. The agreement of the theory with the experiment was 
quantitative. On the other hand, a hard-sphere model was not adequate for the description, unless a 
significantly larger radius of gyration of BSA than determined experimentally was introduced.  
Next, the dependence of the viscosity of a 100 mg/mL BSA solutions on the concentration of the 
added low molecular weight salts (LiCl, NaCl, KCl, RbCl, CsCl, NaBr, NaI) was examined in the 
range of salt concentrations up to 1,75 mol/L. Trends with respect to different anions (added sodium 
halogenide salts) followed a direct Hofmeister series (Cl
- 
 > Br
- 
 > I
-
). For these chaotropic anions the 
influences on the solution's viscosity diminished with an increasing polarizability of the anion. On 
the other hand, adding alkali chloride salts resulted in an indirect Hofmeister series for the cations 
(Li
+
 > Na
+
 > K
+
 > Rb
+
 > Cs
+
). This was in accordance with the changes in the polarizability of the 
cations. Salt specific effects on the solution's pH value were also studied.  
Lastly, the dependence of the viscosity of a 100 mg/mL BSA solutions with added low molecular 
weight salts (LiCl, NaCl, KCl, RbCl, CsCl, NaBr, NaI) of concentration 1,0 mol/L was examined in 
the temperature range from 5 °C to 45 °C. Trends with respect to different anions followed a direct 
Hofmeister series (Cl
-
 > Br
- 
> I
-
). On the other hand alkali chloride salts followed an indirect 
Hofmeister series for cations (Li
+
 > Na
+
 > K
+
 > Rb
+
 > Cs
+
). Measuring viscosity at different 
temperatures, showed the difference between kosmotropic and chaotropic ions, especially in alkali 
chlorides. At 5 °C there is a large difference in viscosity between NaCl and KCl, which fades with 
increasing temperature, so that at 45 °C the difference in viscosity is barely noticeable.  
 
Key words: viscosity, bovine serum albumin (BSA), salt-specific effects, (1-1) electrolyte solutions, 
Hofmeister series  
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1 
1 Uvod 
Serumski albumin ali krvni albumin je protein, ki se nahaja v krvni plazmi. Gre za 
količinsko najbolj zastopan krvni protein pri sesalcih. Proizvajajo ga jetra kot 
preproalbumin, ki se kasneje biokemijsko modificira še v dveh korakih, da nastane zrel 
protein albumin, ki se izloči v krvni obtok [1]. Ena izmed najpomembnejših lastnosti 
molekule serumskega albumina so njegova vezavna mesta; ta protein namreč velja za 
univerzalnega prenašalca maščobnih kislin, metabolitov, ionov, ligandov, hormonov in 
zdravil (anestezijskih in razredčil za kri) [1,2]. V organizmu ima glavno fiziološko 
nalogo pri uravnavanju koloidnega osmotskega (onkotskega) tlaka za pravilno 
porazdelitev telesnih tekočin med žilami in telesnimi tkivi [2]. V primeru, ko je v 
organizmu neravnovesje med sintezo in razgradnjo serumskega albumina, lahko pride 
do bolezni imenovane serumska hipoalbuminemija, ki vodi v odpoved delovanja ledvic 
[3]. V skupino albuminov sodi tudi goveji serumski albumin (BSA), ki sem ga uporabil 
pri svojem magistrskem delu.  
BSA je velik globularni protein srčaste oblike (slika 1) z molekulsko maso približno 
66,43 kDa [4]. Bistvenega pomena pri BSA so aminokislinski ostanki. Ima eno 
polipeptidno verigo, na kateri je 583 aminokislinskih ostankov. V proteinu je vijačnih 
domen približno 74 %, prav tako pa vsebuje 17 disulfidnih mostičev in eno tiolno 
skupino [5]. Izoelektrična točka pri temperaturi 25 °C je ~4.7, kar pomeni da je v 
nevtralnem okolju (pH = 7) BSA negativno nabit [6]. Stokesov radij BSA je ~3,4 nm 
[7]. Sekundarna struktura BSA je pri temperaturah do 45 °C reverzibilna. Pri 
temperaturah višjih od 45 °C pa BSA reverzibilnost sekundarne strukture izgubi, kar 
pripelje do termične denaturacije proteina [8]. 
 
Slika 1: Kristalna struktura BSA [9]. 
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BSA je zaradi podobnih značilnosti in aminokislinskega zaporedja kot človeški 
serumski albumin (HSA) eden najbolj biokemijsko raziskovanih albuminov [1]. Zaradi 
relativno nizke cene in lahke dostopnosti se ga uporablja tako v industrijskih procesih, 
kot pri laboratorijskih poskusih [1]. Uporabimo ga lahko kot sredstvo za znižanje ozadja 
in izboljšanje signala pri encimskoimunskemu testu (ELISA) za zaznavo protiteles ali 
antigenov v biološkem vzorcu. Vendar zaradi tega, ker je plazemski protein, lahko daje 
nespecifične signale pri ELISA in tako dobimo lažno pozitivne rezultate testov [10]. 
Lahko ga uporabimo tudi za spektrofotometrično določanje koncentracije drugih 
proteinov, kot standard, pri proteinski kolorimetrični metodi [11]. 
Vrsta bioloških zdravil je osnovanih na raztopinah proteinov, zlasti monoklonskih 
protiteles. Glavna skrb farmacevtskih podjetij pri izdelavi takšnih formulacij je, da je 
raztopina pripravljena tako, da vsebuje protein v zadosti veliki koncentraciji (biološka 
učinkovitost zdravila), hkrati pa je dovolj razredčena, da jo lahko pacientu injiciramo 
brez bolečin. Z naraščajočo viskoznostjo raztopine postane namreč injiciranje boleče in 
zato neprimerno za medicinsko rabo. Mnoga tovrstna zdravila imajo koncentracijo 
protiteles okoli 100 mg/mL, viskoznost raztopine pa je poleg koncentracije proteina 
odvisna tudi od drugih faktorjev: vrednosti pH raztopine, koncentracije in identitete 
dodanega elektrolita, koncentracije in vrste dodanih neelektrolitskih ekscipientov (npr. 
sladkorjev). Racionalno načrtovanje formulacij, ki vsebujejo proteine, je zato nujno, saj 
lahko s tem zagotovimo največjo učinkovitost zdravila (koncentracija proteina) ter 
hkrati minimiziramo viskoznost raztopine. Poznavanje interakcij protein-protein in 
vplivov na te interakcije je zato praktičnega pomena [12]. V pričujočem delu se bomo 
osredotočili na viskoznost raztopin BSA v prisotnosti različnih soli in proučili  
iono-specifične vplive, ki jih imajo ioni soli na viskoznost in vrednost pH teh raztopin.  
Iono-specifične vplive je že leta 1888 preučeval praški kemik Franz Hofmeister. 
Opazoval je vpliv dodane soli na agregacijo jajčnega beljaka. Poskus je opravljal s soljo 
istega kationa, spreminjal pa je anione. Tako je ugotovil, da ene soli spodbujajo 
agregacijo (obarjanje, izsoljevanje), druge pa topnost proteina v vodi (vsoljevanje) [6].  
Glede na to ugotovitev so začeli deliti ione na kozmotrope in kaotrope. Sprva so s 
terminom kozmotropi označevali ione, ki so stabilizirali proteine in hidrofobne agregate 
v raztopinah tako, da so jim zmanjšali topnost. Med kaotrope pa so sodili ioni, ki so 
proteine razvijali in destabilizirali hidrofobne agregate tako, da so jim povečali topnost. 
Kasneje so način razvrščanja spremenili tako, da so gledali, kaj se dogaja s strukturo 
vode v okolici ionov [13]. Za klasifikacijo ionov je pomemben prvi hidratacijski sloj 
okoli iona. V primeru kozmotropnih ionov prevlada interakcija med dipolom vode in 
ionom, medtem ko v primeru kaotropnih ionov dipol-dipol med molekulami vode v 
okolici iona [14].  
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Ena izmed klasifikacij ionov na kaotrope in kozmotrope sledi iz vrednosti B-koeficienta 
v Jones-Doleovi enačbi za koncentracijski potek viskoznosti vodne raztopine elektrolita 
[15]:  
 𝜂
𝜂0
= 1 + 𝐴√𝐶 + 𝐵𝐶  (1) 
kjer je η viskoznost raztopine, η0 viskoznost čistega topila (voda), C pa molarna 
koncentracija raztopine. A in B sta koeficienta, ki opisujeta interakcije v raztopini:  
A-koeficient v Jones-Doleovi enačbi opisuje interakcijo ion-ion v raztopini in je zmeraj 
pozitiven. Ni odvisen od koncentracije in zajema Debye-Hückelov efekt senčenja pri 
nizkih koncentracijah ionov. B-koeficient pa opiše interakcijo ion-voda in je za 
kozmotrope pozitiven, za kaotrope pa negativen [15]. 
Tako so prišli do spoznanja, da so kaotropi veliki in polarizabilni ioni, ki v svoji okolici 
(hidratacijskem plašču) rušijo strukturo vode. Kozmotropi pa so majhni, slabo 
polarizabilni ioni, ki v svoji okolici strukturo vode urejajo [13,16]. 
Sami ioni glede na razvrstitev na kozmotrope ali kaotrope drugače interagirajo s 
proteinom v raztopini. Zaradi majhne velikosti (velika površinska gostota naboja) in 
šibke polarizabilnosti velja, da kozmotropi nase močno vežejo vodo, ki je v okolici 
proteina. S tem zmanjšajo površino proteina, ki je izpostavljena topilu, in tako začnejo 
prevladovati hidrofobne interakcije med samimi molekulami proteinov. Tako se protein 
stabilizira, zmanjša pa se mu topnost. Pravimo da proteine izsoljujejo. Za kaotrope velja 
ravno nasprotno, kajti zaradi njihove velike polarizabilnosti imajo tudi slabo afiniteto do 
molekul vode, zato se rajši vežejo v vmesni sloj med protein in vodo, s tem pa 
destabilizirajo protein in povečajo njegovo topnost. S tem proteine vsoljujejo 
[14,16,17]. 
Glede na zgoraj omenjeni vpliv lahko ione razvrstimo v vrsto, ki sovpada z njihovimi 
lastnostmi. Ta vrsta se imenuje Hofmeistrova vrsta in je definirana za katione in anione 
[6]: 
Al
3+
 < Mg
2+
 < Li
+
 < Na
+
 < K
+
 < Rb
+
 < NH4
+
 
 
< Cs
+
 
SO4
2-
 > HPO4
2-
 > F
-
 > Cl
-
 
 
> Br
-
 > I
-
 > ClO4
-
 > SCN
-
 
V napisanih vrstah so boljši kozmotropi na levi strani, na desni strani pa so boljši 
kaotropi [6]. V magistrskem delu sem uporabil soli alkalijskih kloridov in natrijevih 
halogenidov. Med njimi sodita Li
+
 in Na
+
 med kozmotrope, medtem ko K
+
, Rb
+
, Cs
+
, 
Cl
-
, Br
-
 in I
-
 sodijo med kaotrope [18]. Omeniti moramo, da je delitev efekta, ki ga 
povzroči dodatek določene soli v raztopino, na efekt posameznih ionov nekoliko 
arbitrarna. Sosledje ionov v Hofmeistrovi vrsti je tudi odvisno od tega, pri kakšnih 
pogojih in katero fizikalno količino opazujemo. 
4 
2 Teoretični del 
V sledečih razdelkih bom definiral viskoznost in opisal merjenje viskoznosti tekočin s 
kapilarnim viskozimetrom, iono-specifične vplive, ki jih opazimo pri vodnih raztopinah 
soli ter dva modela za izračun viskoznosti raztopin makromolekul. Oba modela sem 
kasneje uporabil pri vrednotenju eksperimentalnih rezultatov viskoznosti raztopin BSA 
v acetatnem pufru.  
2.1 Viskoznost tekočin 
Viskoznost je mera za medsebojno zaviranje gibajočih se plasti kapljevin (tekočin ali 
plinov), od katerega je odvisna njihova sposobnost pretakanja [19]. 
Zamislimo si tekočino med dvema vodoravnima ploščama z medsebojno razdaljo y. Naj 
spodnja plošča miruje, zgornjo pa vlečemo v vodoravni smeri, x, z dano hitrostjo vx. Da 
se zgornja plošča premika, je potrebna strižna oz. viskozna sila, kajti spodnja plošča 
zavira gibanje zgornje plošče zaradi tekočinskih plasti med ploščama. Plast ob spodnji 
plošči miruje, plast ob zgornji pa se premika z enako stalno hitrostjo kot sama plošča. 
Vmesne plasti tekočine se premikajo s hitrostmi, ki so sorazmerne oddaljenosti od 
spodnje plošče. Ugotovimo, da je viskozna sila tem večja, čim večja je hitrost zgornje 
plošče glede na spodnjo (vx), čim večja je površina zgornje plošče (S) in čim manjša je 
razdalja med ploščama (y) [19]: 
 𝐹 = 𝜂𝑆
𝑣𝑥
𝑦
  (2) 
η je viskoznost tekočine (natančneje govorimo o koeficientu viskoznosti). 
Če enačbo (2) preoblikujemo, dobimo: 
 𝐹
𝑆
= 𝜂
𝑣𝑥
𝑦
  (3) 
kjer kvocient 𝐹 𝑆⁄  imenujemo strižna napetost, kvocient 𝑣𝑥 𝑦⁄  pa strižna hitrost oz. 
gradient hitrosti. Enačba (3) nam pove, da je strižna napetost premo sorazmerna strižni 
hitrosti [19], viskoznost pa je sorazmernostni faktor med njima. 
Enačbo (3) se da zapisati tudi bolj splošno v diferencialni obliki: 
 𝐹
𝑆
= 𝜂
d𝑣𝑥
d𝑦
  (4) 
Vse tekočine, za katere pri dani temperaturi velja ta sorazmernost pri vseh strižnih 
hitrostih (torej: η je konstanta) imenujemo Newtonske (npr. voda, olje, …). V 
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nasprotnem primeru je tekočina ne-Newtonska (npr. pesek v vodi, kri, lak za nohte, …) 
[19].  
Viskoznost tekočin je odvisna od temperature, in sicer z naraščanjem temperature pada. 
Tem bolj je tekočina viskozna, hitreje bo z naraščanjem temperature padala vrednost 
njene viskoznosti. V splošnem velja za temperaturno odvisnost viskoznosti naslednja 
zveza [19]: 
 
log 𝜂 =
𝐴
𝑇
+ 𝐵  (5) 
V tej zvezi je T absolutna temperatura, konstanti A in B pa sta značilni za vsako 
tekočino [19].  
2.1.1 Metode 
Metod za merjenje viskoznosti je veliko, vendar se največ uporabljajo tiste, ki so 
preproste, natančne in tudi enostavne za matematično obdelavo podatkov po koncu 
meritev. Če želimo, da je merjenje uspešno in pravilno mora biti tok tekočine laminaren, 
kar pomeni, da se tokovnice pri gibanju take tekočine ne mešajo ali kako drugače 
prepletajo. Če se med gibanjem tekočinske plasti mešajo in nastajajo vrtinci, pravimo, 
da je gibanje turbulentno. Pri takih tekočinah ne moremo uporabljati več preprostih 
računskih zvez. Metode, ki jih uporabljamo za meritve, se delijo glede na princip 
merjenja na sledeče [19]: 
 pretok tekočine skozi kapilaro (merimo pretočni čas tekočine skozi kapilaro) 
 padanje kroglice v tekočini (merimo hitrosti kroglice, ki pada v tekočini) 
 določanje z rotacijskimi viskozimetri (merimo navor nastavka pri rotaciji v 
tekočini)  
Metodi padanja kroglice v tekočini in določanja viskoznosti z rotacijskimi viskozimetri 
sta uporabni za bolj viskozne, ne-Newtonske tekočine, medtem ko merjenje pretočnega 
časa skozi kapilaro uporabljamo večinoma pri Newtonskih tekočinah, ki nimajo 
prevelike viskoznosti in niso obarvane do te mere, da bi to motilo odčitavanje nivoja 
gladine tekočine v viskozimetru [19].  
Pretok skozi kapilaro je še zmeraj ena izmed najbolj natančnih in najpogosteje 
uporabljenih metod za določanje viskoznosti tekočine. Enačbe, ki jih tu uporabimo za 
določevanje viskoznosti dobimo, če si predstavljamo dolgo valjasto cev s polmerom R, 
skozi katero potiskamo tekočino s stalnim tlakom. Hitrost tekočine in polmer kapilare 
naj bosta dovolj majhna, da je gibanje tekočine skozi kapilaro laminarno. Pretok 
(množina tekočine, ki steče v časovni enoti skozi prerez cevi) naj bo stalen, kar pomeni, 
da je tudi gibanje stacionarno. Tokovnice so v tem primeru koncentrični valji. 
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Pogledamo si sedaj valjasti element dolžine l in polmera r: na ta element deluje na 
površini strižna sila (Fη), ki je po enačbi (6) enaka [19]: 
 
𝐹𝜂 = 2𝜋𝑟𝑙𝜂
d𝑣
d𝑟
  (6) 
dv je sprememba hitrosti na razdalji dr v radialni smeri. Ker je gibanje tekočine 
stacionarno, prerez cevi pa stalen, velja, da je rezultanta sil na valjasti element enaka nič 
[19]: 
 
∆𝑝𝜋𝑟2 + 2𝜋𝑟𝑙𝜂
𝑑𝑣
𝑑𝑟
= 0 (7) 
oziroma 
 
d𝑣 = −
∆𝑝
2𝜂𝑙
𝑟d𝑟  (8) 
kjer je Δp razlika tlakov, ki potiska tekočinski valj dolžine l. Če enačbo (8) integriramo 
po r, v mejah od r do R, pri pogoju, da tekočina ob steni miruje (vR = 0), dobimo [19]: 
 
𝑣𝑅 =
∆𝑝
4𝜂𝑙
(𝑅2 − 𝑟2) (9) 
Potek hitrosti je v primeru laminarnega toka paraboličen, v primeru turbulentnega pa ne. 
Največjo hitrost ima laminarni tok na sredini cevi, kjer je r = 0 [19]: 
 
𝑣max =
∆𝑝𝑅2
4𝜂𝑙
  (10) 
Iz danih podatkov lahko sedaj izračunamo še volumski pretok (f). Skozi kolobar z 
obsegom 2πr in debelino dr steče v časovni enoti 2πrdrvr tekočine, skozi ves prerez pa 
[19]: 
 
𝑓 =
d𝑉
d𝑡
= ∫ 2𝜋𝑣𝑅𝑟d𝑟
𝑅
0
=
𝜋𝑅4∆𝑝
8𝜂𝑙
  (11) 
Ta enačba se imenuje Hagen-Poiseuilleov zakon. Iz tega lahko izračunamo povprečno 
hitrost (?̅?) [19]: 
 
?̅? =
𝑓
𝑆
=
∆𝑝𝑅2
8𝜂𝑙
=
1
2
𝑣max (12) 
Ti zakoni veljajo za gibanje tekočin po cevi, ko je tok laminaren, še vedno pa je lahko 
tok tudi turbulenten. Izkaže se, da je način gibanja odvisen od Reynoldsovega števila 
(Re), ki je definiran z enačbo [19]: 
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 𝑅𝑒 = 2𝑟?̅?
𝜌
𝜂
  (13) 
ρ je tu oznaka za gostoto tekočine. Če je vrednost Reynoldsovega števila večja od 2100, 
potem velja, da je gibanje turbulentno, v nasprotnem primeru je laminarno. Kvocient 
𝜂 𝜌⁄  je kinematična viskoznost, ki jo označimo z μ. Enoti zanjo sta m2s-1 ali cm2s-1 [19].  
KAPILARNI VISKOZIMETER 
V kapilarnem viskozimetru steče tekočina v času t iz zgornje bučke skozi vertikalno 
kapilaro, ki ima radij r, v spodnjo bučko. V tem primeru dobimo za povprečni pretok 
(𝑓̅ = 𝑉 𝑡⁄ ) iz enačbe (11), kjer je ∆𝑝 = 𝜌𝑔ℎ, naslednjo zvezo [19]: 
 
𝜂 =
𝜋𝑟4𝑔ℎ̅
8𝑉𝑙
𝜌𝑡 (14) 
kjer je ℎ̅ časovno povprečje višinske razlike med gladino tekočine v zgornji in spodnji 
bučki, g je gravitacijski pospešek, ρ je gostota tekočine, V pa njen pretočni volumen. 
Ker je natančna določitev ℎ̅  in r relativno težka, običajno kapilarni viskozimeter 
umerimo s tekočino, katere viskoznost (𝜂0) in gostoto (𝜌0) vnaprej poznamo. Zato 
kapilarne viskozimetre uporabljamo za določevanje relativne viskoznosti 𝜂 𝜂0⁄  [19].  
 𝜂
𝜂0
=
𝜌𝑡
𝜌0𝑡0
  (15) 
kjer sta t0 in t pretočna časa za obe tekočini [19].  
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Eden izmed takšnih kapilarnih viskozimetrov je tudi Ostwaldov viskozimeter, ki sem ga 
uporabljal za določevanje viskoznosti raztopin v svojem magistrskem delu (slika 2).  
 
Slika 2: Ostwaldov viskozimeter, uporabljen pri 
magistrskem delu (levo) in skica Ostwaldovega 
viskozimetra (vir [19]) (desno). 
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2.2 Modelna funkcija za opis koncentracijske in temperaturne 
odvisnosti viskoznosti raztopine proteina  
Za obravnavo odvisnosti viskoznosti raztopine BSA od koncentracije proteina pri 
konstantni temperaturi ter odvisnosti viskoznosti raztopine BSA od temperature pri 
konstantni koncentraciji proteina sem se orientiral po modelu, ki izhaja iz splošne 
Arrheniusove enačbe. V okviru tega modela zapišemo relativno viskoznost raztopine 
kot [8]: 
 
𝜂r =
𝜂
𝜂0
= 𝑒
[
𝑐
𝛼−𝛽𝑐
(−?̃?+?̃?𝑇+
Δ?̃?
𝑅𝑇
)]
 (16) 
Tu je ηr relativna viskoznost, η viskoznost raztopine BSA, raztopljenega v topilu  
(20 mM acetatni pufer), η0 viskoznost topila, c je molarna koncentracija BSA v 
raztopini, podana v kg/m
3
, R splošna plinska konstanta (8,314 J/mol K), T pa absolutna 
temperatura. Parametra α in β sta definirana kot [8]: 
 
𝛼 = 𝜌puf
𝑀p
𝑀puf̅̅ ̅̅ ̅̅
  (17) 
kjer je ρpuf gostota pufra, izmerjena pri 25 °C (za 20 mM acetatni pufer s pH = 4,3 znaša 
997,4 kg/m
3
), Mp je molska masa BSA (66430 g/mol) in 𝑀puf povprečna molska masa 
pufrske raztopine [4].  
Za izračun povprečne molske mase pufra je bilo potrebno najprej izračunati razmerje 
med natrijevim acetatom in ocetno kislino v pufru z dano vrednostjo pH. Za pH 
vrednost pufrske raztopine 4,3 in pKa vrednost ocetne kisline 4,76 (pri 25 °C) sem iz 
Henderson-Hasselbachove enačbe izrazil koncentracijsko razmerje med natrijevim 
acetatom in ocetno kislino v pufru: 
 [CH3COONa]
[CH3COOH]
= 10(𝑝H−𝑝𝐾a) (18) 
kjer je [CH3COONa] ravnotežna molarna koncentracija natrijevega acetata, 
[CH3COOH] pa ravnotežna koncentracija ocetne kisline v pufrski raztopini. Ker 
koeficientov aktivnosti posameznih komponent v raztopini ne poznam, sem računal kar 
s koncentracijami in ne z aktivnostmi. Ne glede na to pa enačba, izražena s 
koncentracijami pufrskih zvrsti, še vedno daje dobre rezultate [20]. Ker poznam 
celokupno koncentracijo pufra (0,02 mol/L), lahko izračunam ravnotežni koncentraciji 
natrijevega acetata in ocetne kisline v pufru. Tako dobim, da je ravnotežna koncentracija 
natrijevega acetata v raztopini [CH3COONa] = 5,15 × 10−3 mol/L, ravnotežna 
koncentracija ocetne kisline pa [CH3COOH] = 0,01485 mol/L. Ker je molarna 
koncentracija čiste vode pri navedeni temperaturi 55,56 mol/L, celokupna koncentracija 
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pufra 0,02 mol/L, raztopina pufra pa je bila pripravljena v merilni bučki prostornine 2 L, 
lahko sedaj izračunam še deleža za ocetno kislino in natrijev acetat: 
 
𝑋𝑖 =
𝑐𝑖  × 𝑉r
(𝑐H2O + 𝑐puf) × 𝑉r
  (19) 
kjer je Xi delež bodisi natrijevega acetata, bodisi ocetne kisline v raztopini pufra, ci pa 
ravnotežna koncentracija bodisi natrijevega acetata, bodisi ocetne kisline v raztopini 
pufra, 𝑐H2O je molarna koncentracija vode, cpuf celokupna koncentracija pufra v 
raztopini, Vr pa prostornina raztopine v merilni bučki. Ko sem izračunal deleže v 
raztopini za natrijev acetat in ocetno kislino, sem lahko izračunal še povprečno molsko 
maso pufra: 
 𝑀puf̅̅ ̅̅ ̅̅ = (1 − 𝑋CH3COONa − 𝑋CH3COOH)𝑀H2O
+ 𝑋CH3COONa𝑀CH3COONa
+ 𝑋CH3COOH𝑀CH3COOH 
(20) 
kjer je 𝑀H2O molska masa vode (18,015 g/mol), 𝑀CH3COONa molska masa natrijevega 
acetata (82,03 g/mol), 𝑀CH3COOH pa molska masa ocetne kisline (60,05 g/mol). Tako 
dobimo vrednost za povprečno molsko maso 18,02 g/mol in vrednost 𝛼 = 3,677 ×
106 kg m3⁄ . Tukaj velja opomniti, da je zgornji račun povsem odveč, saj je za dano 
koncentracijo pufra povprečna molska masa raztopine kar identična vodi in bi za 
vrednost parametra 𝛼 lahko vzeli kar vrednost za čisto vodo. 
Parameter β je definiran kot: 
 𝛽 = 𝛼𝜈 − 1 (21) 
kjer ν za molekulo BSA dobimo iz prileganja modelne funkcije eksperimentalnim 
meritvam po nelinearni metodi najmanjših kvadratov [8]. 
Rezultat regresijske analize so tudi koeficienti ΔEp, Bp in Dp, kjer je ΔEp aktivacijska 
energija za BSA, Bp B-koeficient za BSA, Dp pa D-koeficient za BSA [8] (oznake 
koeficientov tukaj niso identične tistim, ki nastopajo v Jones-Doleovi enačbi).  
Za izračune koeficientov Δ?̃?, ?̃? in ?̃? (enačbe 23-25) pa je potrebno predhodno določiti 
še parametre ΔEpuf, Bpuf in Dpuf za čisto topilo (torej pufer). Dobimo jih tako, da 
eksperimentalnim meritvam viskoznosti pufra v odvisnosti od temperature prilegamo 
modelno funkcijo enačbe (22) [8].  
 
𝜂0 = 𝑒
(−𝐵puf+𝐷puf𝑇+
Δ𝐸puf
𝑅𝑇
)
 (22) 
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Ko imamo enkrat določene vse parametre za pufer, lahko potem določimo še parametre 
Δ?̃?, ?̃? in ?̃? tako, da za začetne parametre za BSA izberemo tiste, ki so jih dobili v 
prejšnji študiji v članku K. Monkosa [8]: 
 Δ?̃? = Δ𝐸p − Δ𝐸puf  (23) 
 ?̃? = 𝐵p − 𝐵puf (24) 
 ?̃? = 𝐷p − 𝐷puf (25) 
2.3 Model togih kroglic za opis koncentracijske odvisnosti viskoznosti 
raztopine proteina 
Model togih kroglic velja za najbolj preprost model obravnave molekul, saj privzame, 
da so molekule toge kroglice s polmerom r, topilo pa je zvezni medij. Z uporabo modela 
togih kroglic, ki bi opisal viskoznost razredčene raztopine, se je ukvarjal že A. Einstein. 
Izpeljal je zvezo, ki podaja, kako se viskoznost razredčene raztopine, η, spreminja z 
volumskim deležem topljenca, 𝜙, [21]: 
 
𝜂 (𝜙) = 𝜂0 (1 +
5
2
𝜙) (26) 
Volumski delež topljenca je odvisen od števila delcev (N) v raztopini s prostornino V in 
velikosti delca r: 𝜙 =
4
3
𝜋𝑟3
𝑁
𝑉
. 
To enačbo so kasneje modificirali tako, da so z njo lahko opisali viskoznost tudi v bolj 
koncentriranih raztopinah. Večina razširitev je potem upoštevala še hidrodinamske 
interakcije med molekulami, da bi pojasnili njihov vpliv na viskoznost kot funkcijo 
volumskega deleža 𝜙, valovnega števila k in frekvence ν: η(𝜙, k, ν). Za boljši opis 
koncentriranih raztopin so Einsteinovo enačbo razširjali do kvadratnega člena [21]. 
Tovrstnih razširitev je bilo veliko. V tem magistrskem delu sem uporabil takšno, ki 
upošteva poleg navedenih parametrov še Brownovo gibanje [21]:  
 
𝜂(𝜙) = 𝜂0 (1 +
5
2
𝜙 + 6,17𝜙2) (27) 
V tej enačbi je parameter pred 𝜙2 tako dominanten zaradi Brownovega gibanja, da sta 
strižna viskoznost in frekvenca v izračunu zanemarljivi [21].  
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3 Namen dela 
Namen magistrskega dela je bil najprej pripraviti raztopine BSA v ustreznem pufru in 
proučiti, kako se viskoznost takšne raztopine spreminja s koncentracijo proteina ter 
temperaturo. Nadalje je bil namen preveriti, kakšni so vplivi dodanih nizkomolekularnih 
soli na viskoznost raztopin BSA.  
Spreminjanje viskoznosti raztopine BSA v 20 mM acetatnem pufru z nominalno 
vrednostjo pH = 4,3 sem (i) raziskal v širokem koncentracijskem območju (do  
160 mg/mL) pri temperaturi 25 °C ter (ii) pri koncentraciji BSA 100 mg/mL še v 
območju temperatur od 5 do 45 °C. Moj namen je bil nadalje preveriti ustreznost dveh 
modelnih funkcij za opis koncentracijske in/ali temperaturne odvisnosti viskoznosti 
raztopine proteina. Za eno od modelnih funkcij sem želel parametre modela dobiti z 
globalnim prileganjem funkcije na koncentracijsko in temperaturno odvisnost 
viskoznosti raztopine BSA. Na ta način sem dobil najboljše semiempirične parametre za 
BSA, ki so eksperiment zelo dobro popisali. Preveriti sem želel tudi izredno enostavno 
teorijo, ki delce proteina opisuje kot toge krogle.  
Glavni namen mojega magistrskega dela je bil analizirati vpliv različnih enovalentnih 
soli na viskoznost raztopine BSA. Izbral sem si različne alkalijske halogenide (LiCl, 
NaCl, KCl, RbCl, CsCl, NaBr, NaI). Vplive na viskoznost raztopine proteina sem 
primerjal s tistimi, ki jih omenjene soli povzročijo v čisti vodi. Določil sem odvisnost 
viskoznosti raztopin BSA-sol od koncentracije soli (do 1,75 mol/L) pri stalni 
koncentraciji BSA (100 mg/mL) in temperaturi 25 °C, kot tudi vpliv temperature na 
potek viskoznosti (100 mg/mL BSA, 1 mol/L sol). 
Nazadnje je bil moj namen preveriti tudi, kakšen vpliv ima dodatek soli na vrednost pH 
raztopine. 
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4 Eksperimentalni del 
4.1 Priprava raztopin 
4.1.1 Priprava pufrske raztopine 
Reagenti in laboratorijski pribor, ki sem ga uporabljal pri delu: 
 merilna buča (2000 mL) 
 čaša (1000 mL) 
 pipeta Thermo Scientific (0,5 – 5,0 mL) 
 ocetna kislina (Merck, ρ = 1,05 g/cm3) 
 tekoč NaOH (Merck, c = 1 mol/L, Titripur) 
 nuča 
 kapalka (5 mL) 
 magnetno mešalo 
 osem plastičnih posod (1000 mL)  
 milli-Q voda (Rephile, RephiQuatro U Pack 1) 
 stekleni lij 
 acetatni pufer za kalibracijo pH-metra (Merck) 
 fosfatni pufer za kalibracijo pH-metra (Merck) 
Oprema: 
 pH-meter (Iskra pH meter MA 5740, elektroda Mettler Toledo, Lab Micro) 
 magnetni mešalnik (Tehtnica Rotamix 550 MM) 
Priprava založne raztopine pufra: 
Pripravil sem 20 mM acetatni pufer z vrednostjo pH = 4,3. Ta vrednosti pH je nižja od 
izoelektrične točke BSA (okoli 4,7) [6], kar pomeni, da je protein neto pozitivno nabit. 
Za izračun, koliko založne raztopine čiste ocetne kisline potrebujem, sem glede na 
podatke o kemikalijah, ki so navedeni zgoraj, izračunal najprej maso raztopine po zvezi: 
𝑚razt = 𝑐 ∙ 𝑉razt ∙ 𝑀(CH3COOH), nato pa še odgovarjajočo prostorino: 𝑉založna =
𝑚razt/𝜌založna, kjer je Vrazt prostornina raztopine v merilni bučki (2000 mL), c pa 
končna koncentracija pufra (20 mM).  
Preden sem se lotil priprave raztopine, sem z acetatnim in fosfatnim pufrom umeril  
pH-meter v točkah z vrednostma pH = 4,005 in 6,785 pri 24 °C. 
V stekleno čašo (1000 mL) sem nalil nekaj milli-Q vode (cca. 750 mL). Tej vodi sem s 
pipeto dolil 2,29 mL čiste ocetne kisline. Nastali raztopini sem dodal magnetno mešalo 
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in vse skupaj postavil na magnetni mešalnik za minuto, da se je raztopina premešala. 
Nato sem v raztopino pomočil kombinirano stekleno elektrodo in počakal, da se je 
vrednost pH ustalila. Ob ustaljeni vrednosti pH sem začel po kapljicah dodajati 
raztopino NaOH, da se je vrednost dvignila na 4,300. Nato sem celotno raztopino s 
pomočjo lija prelil v merilno bučo in z milli-Q vodo redčil do oznake. Bučo sem večkrat 
pretresel, nato pa novo nastalo raztopino še prefiltriral, da sem odstranil razne nečistoče. 
Odnučano raztopino pufra sem potem prelil v očiščeno plastično posodo (1000 mL), 
zatesnil, in jo shranil v hladilnik pri 5 °C. Opisani postopek priprave pufrske raztopine 
sem moral ponoviti še šestkrat, da sem dobil skupaj sedem litrov pufrske raztopine.  
4.1.2 Priprava založne raztopine BSA 
Reagenti in laboratorijski pribor, ki sem jih uporabil: 
 BSA, trden, 25 g (Sigma Aldrich ≥ 96%, dobljen 29. 11. 2018, hranjen pri 5 °C) 
 štiri centrifugirke (50 mL) 
 žlička 
 20 mM acetatni pufer (pripravljen 30. 1. 2018) 
 dializno črevo (Spectrum, Spectra/Por molecularporous membrane tubing, 
MWCO: 3500) 
 dva magnetna mešala 
 pipeta Thermo Scientific (0,5 – 5,0 mL) 
 filter (0,45 μm, Sartorius Ministart Syringe Filter)  
 dve čaši (1000 mL) 
 brizge (5 mL)  
 dve plastični čaši (250 mL) 
 kiveta (l = 1 mm)  
Oprema: 
 tehtnica (Acculab do 220 g, d = ± 0,1 mg) 
 dva magnetna mešalnika (Tehtnica Rotamix S-10, Tehtnica Rotamix SHP-10) 
 Spektrofotometer (Agilent Technologies, Cary 100, Cary Series UV–Vis 
Spectrophotometer) 
 centrifuga (Centric 322A) 
Priprava založne raztopine BSA: 
Zaradi zagotavljanja ponovljivosti meritev sem pripravil založno raztopino proteina 
tako, da sem raztopil celotno količino proteina v trdnem stanju v danem volumnu pufra.  
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Pri ravnanju z raztopinami proteinov naletimo na težavo, saj je zelo težko natančno 
določiti njegovo koncentracijo. Zato sem najprej približno preračunal, koliko pufra bi 
moral dodati, da bi imel koncentracijo založne raztopine 250 mg/mL. 
 𝑉razt =
𝑚2
𝑐razt
  (28) 
kjer je m2 masa natehtanega BSA proteina in Vrazt prostornina končne raztopine, crazt pa 
želena koncentracija proteina na koncu.  
Tako sem potem v vsako od centrifugirk natehtal 6,25 g (skupaj 25,5 g) trdnega BSA in 
mu s pipeto dodal približno 25–30 mL pufra. Suspenzijo sem nato pretresel, da se je 
celoten BSA raztopil, zaradi penjenja vzorca pa sem vse 4 centrifugirke nato 
centrifugiral, da sem se znebil pene. Vstavil sem jih v centrifugo in centrifugiral 5 minut 
pri 4000 obratih na minuto. Po končanem centrifugiranju so bile raztopine razpenjene. 
Skupaj je bilo na koncu približno 142,5 mL raztopine.  
Preden sem se lotil dialize proteina, sem 4 dializna črevesa namakal 30 minut v milli-Q 
vodi. V dve čaši sem nalil po 1000 mL pripravljenega pufra in vsaki dodal magnetno 
mešalo. Raztopine proteina sem s pomočjo brizg prenesel v 4 pripravljena dializna 
črevesa in jih zatesnil. V vsako izmed čaš sem dal po dve dializni črevesi. Pufer sem 
zamenjal na vsakih 8 ur, tako da je dializa skupaj trajala 24 ur (tri menjave pufra). 
Izmenjevalno raztopino sem mešal z magnetnim mešalom. 
Po končani dializi sem vse vzorce proteina združil v eno očiščeno plastično čašo  
(250 mL). Iz nje sem potem protein filtriral s pomočjo brizge in filtra v drugo plastično 
čašo, v kateri sem nato hranil založno raztopino BSA. Raztopine sem hranil v hladilniku 
pri 4 °C. 
Določitev koncentracije založne raztopine: 
Masa BSA v dializnem črevesu se tekom dialize zmanjša za okoli 10 % [22]. Pri 
eksperimentu je bil končni volumen po raztapljanju trdnega BSA enak 142 mL. Iz teh 
dveh podatkov sem določil približno koncentracijo raztopine BSA: 
 
𝑐razt BSA,približna =
𝑚BSA ∙ 0,9
𝑉razt
  (29) 
kjer je mBSA skupna masa proteina pred dializo (25,5 g) in Vrazt skupni volumen po 
koncu raztapljanja trdnega BSA in po izvršeni dializi (142,5 mL). To mi je služilo za 
prvo oceno koncentracije BSA v založni raztopini po dializi. Vrednost je znašala ≈  
161 mg/mL. Iz te koncentracije sem izhajal, ko sem s pomočjo spektrofotometra 
natančneje določil koncentracijo.  
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Spektrofotometrična metoda: 
Kot želeno merjeno absorbanco sem si izbral vrednost 0,5. Tako sem prišel do 
koncentracije merjenega alikvota založne raztopine: 
 
𝑐BSA,alikvot =
𝐴
𝜀BSA ∙ 𝑙
 (30) 
kjer je A absorbanca alikvota v kiveti, l dolžina kivete (0,1 cm) in εBSA molarni 
absorpcijski koeficient BSA pri valovni dolžini λ = 280 nm (0,667 cm
2
/mg [23]).  
Glede na približno koncentracijo BSA in približno koncentracijo alikvota sem izračunal 
kolikokrat približno bo potrebno založno raztopino redčiti: 
 𝑋 =
𝑐razt BSA,založna,približna
𝑐BSA,alikvot,približna
  (31) 
kjer je X koeficient redčenja. 
Glede na ta približen koeficient redčenja sem pripravil 3 alikvote in vsakemu od njih 
pomeril absorbanco na spektrofotometru pri valovni dolžini svetlobe λ = 280 nm. Te 
absorbance sem seštel in delil s številom meritev, da sem določil povprečno absorbanco, 
?̅?, iz te pa koncentracijo v alikvotih: 
 
𝑐BSA,alikvot =
?̅?
(𝑙 ∙ 𝜀BSA)
 (32) 
Ob znani koncentraciji za alikvote sem nato dobil pravo koncentracijo BSA tako, da 
sem koncentracijo alikvota množil s koeficientom redčenja, ki sem ga uporabil:  
 𝑐BSA,založna = 𝑐BSA,alikvot𝑋 (33) 
kjer je cBSA,založna spektrofotometrično določena koncentracija pripravljene založne 
raztopine BSA. Za vrednost sem dobil 158 mg/mL. To raztopino sem uporabljal pri vseh 
naslednjih meritvah. 
4.1.3 Priprava založnih raztopin soli 
Reagenti in laboratorijski pribor, ki sem ga uporabljal pri delu: 
 LiCl, trden (Merck, p.a., 250 g, 130 °C, ≥ 99 %) 
 NaCl, trden (Merck, p.a., 1 kg) 
 KCl, trden (Merck, p.a., 500 g, ≥ 99,5 %) 
 RbCl, trden (Riedel-De Haën, 250 g) 
 CsCl, trden (Merck, p.a., 100 g) 
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 NaBr, trden (Merck, extra pure, 1 kg, 105 °C) 
 NaI, trden (Sigma-Aldrich, 1 kg, ≥ 99,5 %) 
 sedem centrifugirk (15 mL) 
 merilna bučka (10 mL)  
 filter (0,45 μm, Sartorius Ministart Syringe Filter) 
 žlička 
 plastična kapalka 
 čaša (50 mL) 
 20 mM acetatni pufer (pripravljen 30. 1. 2019) 
 brizge (2 mL)  
 sedem steklenih petrijevk  
 plastične ladjice  
 lij 
Oprema: 
 tehtnica (Acculab do 220 g, d = ± 0,1 mg) 
 ultrazvočna kopel (Elmasonic S 40 H) 
 sušilnik (zračni sušilnik, SP-45, 1000 W) 
Priprava založnih raztopin soli: 
Preden sem se lotil priprave založnih raztopin soli, sem v literaturi preveril topnosti soli 
v vodi pri 25 °C. Tako sem se potem odločil, da bodo koncentracije soli čim višje in 
enake 5 mol/L, razen v primeru KCl, kjer sem zaradi slabše topnosti pripravil 3 mol/L 
raztopino.  
Vsako izmed soli sem natresel na petrijevko in jo sušil v sušilniku do konstantne mase. 
Vse soli, z izjemo LiCl, sem sušil pri 105 °C. Za LiCl je pisalo na embalaži, da naj se ga 
suši pri 130 °C. Petrijevko s soljo sem nato ohladil v eksikatorju.  
Da sem določil ustrezno maso natehtane soli, sem najprej preračunal množino soli 
𝑛 = 𝑐 ∙ 𝑉, kjer je c izbrana koncentracija soli, V pa volumen merilne bučke (0,01 L). 
Nato sem iz množine določil maso izbrane soli 𝑚 = 𝑛 ∙ 𝑀, kjer je n množina soli, M pa 
njena molska masa. Ko sem imel izračunane mase soli, sem izbrano sol natehtal na 
plastično ladjico ter jo s pomočjo lija prenesel v 10 mL merilno bučko. Raztopino sem 
nato redčil do oznake z 20 mM acetatnim pufrom in pretresel. Suspenzijo v bučki sem 
nato dal še za 5 minut na ultrazvočno kopel, da se je vsa sol raztopila. Po končanem 
raztapljanju sem raztopino prenesel v čisto čašo, kjer sem jo s pomočjo brizge 
prefiltriral v centrifugirko (raztopino NaI sem zavil še v aluminijasto folijo, da bi 
preprečil oksidacijo I
-
 v I2).  
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4.1.4 Priprava raztopin za določanje koncentracijske in temperaturne odvisnosti 
viskoznosti čistih raztopin BSA 
Reagenti in laboratorijski pribor, ki sem ga uporabljal pri delu: 
 plastične čaše (15 mL) 
 pipeta Thermo Scientific  (100 – 1000 μL) 
 pipeta Thermo Scientific (10 – 100 μL) 
 20 mM acetatni pufer (pripravljen 30. 1. 2019) 
 BSA založna raztopna (c = 158 mg/mL) 
Pri pripravi raztopin za določanje odvisnosti viskoznosti raztopin BSA od koncentracije 
proteina in odvisnosti viskoznosti od temperature, sem izhajal iz koncentracije založne 
raztopine BSA (c = 158 mg/mL). Tako sem si za določanje koncentracijske odvisnosti 
viskoznosti raztopin čistega BSA izbral 5 različnih koncentracij, medtem ko sem si za 
določanje temperaturne odvisnosti viskoznosti izbral zgolj eno. Vrednosti volumna 
založne raztopine za posamezno želeno koncentracijo sem dobil iz zakona za redčenje: 
𝑐1 ∙ 𝑉1 = 𝑐2 ∙ 𝑉2, kjer je c1 koncentracija BSA založne raztopine, c2 želena koncentracija 
BSA merjene raztopine, V2 pa želen volumen merjene raztopine (2,5 mL). Ob danem 
volumnu založne raztopine BSA, sem do 2,5 mL redčil raztopino z 20 mM acetatnim 
pufrom. Za to sem uporabil pipete. Suspenzijo dane koncentracije BSA sem s pomočjo 
pipete v čaši tudi premešal.  
4.1.5 Priprava raztopin za merjenje odvisnosti viskoznosti raztopin BSA od 
koncentracije dodane soli  
Pri pripravi raztopin za določanje odvisnosti viskoznosti BSA od koncentracije dodane 
soli, sem si najprej izbral koncentracijo proteina, ki je bila tekom celotnega 
eksperimenta konstantna (100 mg/mL), prav tako kot je bila konstantna tudi 
temperatura, pri kateri sem meritve izvajal (25 °C).  
Reagenti in laboratorijski pribor, ki sem ga uporabljal pri delu: 
 plastične čaše (15 mL) 
 pipeta Thermo Scientific (100 – 1000 μL) 
 pipeta Thermo Scientific (10 – 100 μL) 
 20 mM acetatni pufer (pripravljen 30. 1. 2019) 
 BSA založna raztopna (c = 158 mg/mL) 
 založne raztopine soli (c = 5 mol/L, razen cKCl = 3 mol/L)  
Za pripravo raztopin soli različnih koncentracij sem izhajal iz založnih raztopin soli 
koncentracij 5 mol/L oz. 3 mol/L za KCl.  
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Volumne založnih raztopin soli sem dobil po zakonu redčenja: 𝑐1 ∙ 𝑉1 = 𝑐2 ∙ 𝑉2, kjer je 
c1 koncentracije založne raztopine soli (5 mol/L oz. v primeru KCl 3 mol/L), c2 želena 
merjena koncentracija soli in V2 volumen končne raztopine (2,5 mL).  
Na enak način, kot je omenjeno v prejšnji točki, sem določil volumen dodanega BSA v 
merjeno raztopino. Dodan volumen založne raztopine BSA se tekom tega eksperimenta 
ni spreminjal. 
Razliko med volumnom končne raztopine, volumnom dodane soli in volumnom 
dodanega BSA sem dopolnil z 20 mM acetatnim pufrom, medtem ko sem pri slepih 
vzorcih samo razliko med volumnom končne raztopine in volumnom raztopine dodane 
soli dopolnil z 20 mM acetatnim pufrom.  
4.1.6 Priprava raztopin za merjenje temperaturne odvisnosti viskoznosti raztopin 
BSA z dodano soljo 
Pri pripravi raztopin za določanje temperaturne odvisnosti viskoznosti BSA sem si 
najprej izbral koncentracijo proteina, ki je bila tekom celotnega eksperimenta 
konstantna (100 mg/mL), prav tako kot je bila konstantna tudi koncentracija soli 
(1 mol/L).  
Reagenti in laboratorijski pribor, ki sem ga uporabljal pri delu: 
 plastične čaše (15 mL) 
 pipeta Thermo Scientific (100 – 1000 μL) 
 pipeta Thermo Scientific (10 – 100 μL) 
 20 mM acetatni pufer (pripravljen 30. 1. 2019) 
 BSA založna raztopna (c = 158 mg/mL) 
 založne raztopine soli (c = 5 mol/L, razen cKCl = 3 mol/L) 
Vrednosti volumnov založne raztopine BSA in založnih raztopin soli sem dobil iz 
zakona za redčenje (glej zgoraj), kjer je c1 za BSA 158 mg/mL, za sol pa 5 oz. 3 mol/L v 
primeru KCl, c2 za BSA 100 mg/mL za sol pa 1 mol/L, V2 pa je bil v tem primeru 4 mL. 
Razliko med volumnom končne raztopine, volumnom BSA in volumnom soli sem 
dopolnil z 20 mM acetatnim pufrom.  
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4.2 Določanje viskoznosti in gostot 
Reagenti in laboratorijski pribor, ki sem ga uporabljal pri delu: 
 pipeta Thermo Scientific (0,5 – 5 mL) 
 brizga (2 mL) 
Oprema: 
 gostotometer (Anton Paar DMA 5000 Density meter) 
 Ostwaldov viskozimeter (Micro-Ostwald, V4 Kap I 51710 A) 
 predtermostat ( LAUDA DLK 10) 
 termostat (LAUDA ECO SILVER) 
V viskozimeter sem s pipeto nalil 2 mL tekočine, ki sem ji določal pretočni čas, medtem 
ko sem v U-cevko gostotomera z brizgo dal 1–1,5 mL preiskovane tekočine. Pri tem 
sem pazil, da v kapilari ni bilo nobenega mehurčka, saj le-ti ovirajo meritev. Vsako 
meritev pretočnega časa sem izvedel 5-krat, računalnik pa je sam izračunal povprečje 
rezultatov, ob podajanju končnega rezultata pa upošteval še napako viskozimetra. 
Gostotometer je podajal rezultate natančno na 6 decimalnih mest.  
Preden sem meril pretočni čas vzorcev, sem iz tabel odčital vrednosti za viskoznost 
vode, η0, pri 5, 15, 25, 35 in 45 °C [24]. Z meritvijo gostote vode in pretočnega časa za 
vodo na danem viskozimetru, sem tako dobil še vrednosti za t in ρ pri navedenih 
temperaturah. Meritve so zbrane v tabeli 1: 
Tabela 1: Izmerjeni pretočni časi in gostota čiste vode, ter podatki za viskoznost 
čiste vode iz literature v temperaturnem območju 5-45 °C [24]. 
T [°C] t [s] ρ [g/cm3] η0 [mPa·s] 
5 143,02 0,999996 1,5182 
15 107,59 0,999126 1,1375 
25 84,33 0,997073 0,8900 
35 69,09 0,994059 0,7191 
45 56,86 0,990239 0,5958 
Te podatke sem uporabil pri računanju viskoznosti 20 mM acetatnega pufra po 
izmerjenem pretočnem času (glej tabelo 2) in gostoti po enačbi (15), kjer sem za t0 in ρ0 
uporabil izmerjeni pretočni čas in gostoto čiste vode, pri določeni temperaturi. 
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Tabela 2: Izmerjeni pretočni časi in gostota ter izračunana viskoznost za  
20 mM acetatni pufer. Viskoznost je podana kot absolutna vrednost z napako  
± 0,004 mPa∙s. 
T [°C] t [s] ρ [g/cm3] η [mPa·s] 
5 143,21 1,000367 1,521 
15 108,3 0,999477 1,145 
25 84,9 0,997406 0,896 
35 68,81 0,99438 0,716 
45 57,56 0,990549 0,603 
S tem sem dobil referenčne vrednosti za pufer, ki so v kasnejših izračunih označene kot 
η0, t0 in ρ0, saj sem 20 mM acetatni pufer v vseh primerih uporabil kot topilo.  
Vrednosti za viskoznosti raztopin sem potem dobil po enačbi (15), kjer je t pretočni čas 
za merjeno raztopino, ρ gostota merjene raztopine. Vsi eksperimentalni podatki so 
tabelirani v tabelah 3 – 25.  
Tabela 3: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunana viskoznost za 
raztopino BSA (100 mg/mL) pri različnih temperaturah. Viskoznost je podana 
kot absolutna vrednost z napako ± 0,002 mPa∙s. 
T [°C] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] 
5 100 277,84 1,029200 3,035 
15 100 200,91 1,027839 2,185 
25 100 155,84 1,025428 1,691 
35 100 126,64 1,022158 1,355 
45 100 113,64 1,018160 1,224 
Tabela 4: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunani absolutna in 
relativna viskoznost za raztopino BSA različnih koncentracij pri 25 °C. 
Absolutna viskoznost je podana z napako ± 0,003 mPa∙s. 
cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] ηr 
158 265,61 1,040613 2,930 3,283 
100 150,34 1,024512 1,633 1,830 
79 130,14 1,018853 1,405 1,575 
39,5 102,16 1,008136 1,092 1,223 
19,75 92,59 1,002705 0,984 1,103 
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Tabela 5: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunane viskoznosti za 
raztopine NaCl različnih koncentracij v 20 mM acetatnem pufru pri 25 °C. 
Viskoznost je podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,002 mPa∙s. 
cNaCl [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] 
0,1 0 86,17 1,001509 0,915 
0,5 0 85,91 1,016471 0,926 
1,0 0 89,08 1,036941 0,979 
1,4 0 90,5 1,051614 1,009 
1,75 0 93,39 1,065266 1,055 
Tabela 6: Izmerjeni pretočni časi, gostote in pH ter izračunane viskoznosti za raztopino BSA 
(100 mg/mL) ob dodatku raztopin NaCl različnih koncentracij pri 25 °C. Viskoznost je 
podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,001 mPa∙s. 
cNaCl [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] pH 
0,1 100 145,34 1,028673 1,585 4,79 
0,5 100 146,98 1,044564 1,627 4,85 
1,0 100 150,41 1,064122 1,697 4,86 
1,4 100 155,73 1,078924 1,781 4,87 
1,75 100 160,83 1,091560 1,861 4,88 
Tabela 7: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunane viskoznosti za 
raztopine NaBr različnih koncentracij v 20 mM acetatnem pufru pri 25 °C. 
Viskoznost je podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,001 mPa∙s. 
cNaBr [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] 
0,1 0 84,45 1,005925 0,901 
0,5 0 83,81 1,036724 0,921 
1,0 0 83,55 1,075074 0,952 
1,4 0 82,84 1,103728 0,969 
1,75 0 83,82 1,131953 1,006 
Tabela 8: Izmerjeni pretočni časi, gostote in pH ter izračunane viskoznosti za raztopino BSA 
(100 mg/mL) ob dodatku raztopin NaBr različnih koncentracij pri 25 °C. Viskoznost je 
podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,002 mPa∙s. 
cNaBr [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] pH 
0,1 100 145,73 1,033082 1,596 4,90 
0,5 100 142,22 1,062976 1,602 4,92 
1,0 100 142,51 1,100238 1,662 4,94 
1,4 100 142,33 1,133290 1,710 4,95 
1,75 100 145,07 1,156885 1,779 4,96 
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Tabela 9: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunane viskoznosti za 
raztopine NaI različnih koncentracij v 20 mM acetatnem pufru pri 25 °C. 
Viskoznost je podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,002 mPa∙s. 
cNaI [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] 
0,1 0 82,94 1,010496 0,888 
0,5 0 81 1,054857 0,906 
1,0 0 78,2 1,112821 0,922 
1,4 0 76,43 1,154053 0,935 
1,75 0 75,7 1,197047 0,961 
Tabela 10: Izmerjeni pretočni časi, gostote in pH ter izračunane viskoznosti za raztopino 
BSA (100 mg/mL) ob dodatku raztopin NaI različnih koncentracij pri 25 °C. Viskoznost je 
podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,002 mPa∙s. 
cNaI [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] pH 
0,1 100 143,59 1,035638 1,576 4,98 
0,5 100 137,13 1,080107 1,570 5,04 
1,0 100 133,5 1,138207 1,611 5,10 
1,4 100 134,42 1,181958 1,684 5,09 
1,75 100 131,78 1,225780 1,712 5,12 
Tabela 11: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunane viskoznosti za 
raztopine LiCl različnih koncentracij v 20 mM acetatnem pufru pri 25 °C. 
Viskoznost je podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,001 mPa∙s. 
cLiCl [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] 
0,1 0 86,3 0,999799 0,915 
0,5 0 90,38 1,009002 0,967 
1,0 0 95,13 1,020480 1,029 
1,4 0 99,26 1,028654 1,082 
1,75 0 103 1,035931 1,131 
Tabela 12: Izmerjeni pretočni časi, gostote in pH ter izračunane viskoznosti za raztopino 
BSA (100 mg/mL) ob dodatku raztopin LiCl različnih koncentracij pri 25 °C. Viskoznost je 
podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,001 mPa∙s. 
cLiCl [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] pH 
0,1 100 148,04 1,027131 1,611 4,79 
0,5 100 152,18 1,036256 1,672 4,75 
1,0 100 163,05 1,047435 1,810 4,69 
1,4 100 171,5 1,056061 1,920 4,65 
1,75 100 179,55 1,063635 2,024 4,63 
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Tabela 13: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunane viskoznosti za 
raztopine KCl različnih koncentracij v 20 mM acetatnem pufru pri 25 °C. 
Viskoznost je podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,005 mPa∙s. 
cKCl [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] 
0,1 0 84,17 1,002189 0,894 
0,5 0 82,52 1,021242 0,893 
1,0 0 80,48 1,043539 0,890 
Tabela 14: Izmerjeni pretočni časi, gostote in pH ter izračunane viskoznosti za raztopino 
BSA (100 mg/mL) ob dodatku raztopin KCl različnih koncentracij pri 25 °C. Viskoznost je 
podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,001 mPa∙s. 
cKCl [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] pH 
0,1 100 144,16 1,029583 1,573 4,82 
0,5 100 138,91 1,048014 1,543 4,93 
1,0 100 134,82 1,070852 1,530 5,00 
Tabela 15: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunane viskoznosti za 
raztopine RbCl različnih koncentracij v 20 mM acetatnem pufru pri 25 °C. 
Viskoznost je podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,003 mPa∙s. 
cRbCl [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] 
0,1 0 84,3 1,006334 0,899 
0,5 0 80,42 1,041046 0,887 
1,0 0 76,5 1,085487 0,880 
1,4 0 73,26 1,119313 0,869 
1,75 0 71,05 1,148448 0,865 
Tabela 16: Izmerjeni pretočni časi, gostote in pH ter izračunane viskoznosti za raztopino 
BSA (100 mg/mL) ob dodatku raztopin RbCl različnih koncentracij pri 25 °C. Viskoznost je 
podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,001 mPa∙s. 
cRbCl [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] pH 
0,1 100 145,38 1,034103 1,594 4,83 
0,5 100 135,43 1,069106 1,535 4,95 
1,0 100 128,25 1,111193 1,511 5,00 
1,4 100 123,69 1,146445 1,503 5,04 
1,75 100 119,92 1,177158 1,496 5,07 
Tabela 17: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunane viskoznosti za 
razotpine CsCl različnih koncentracij v 20 mM acetatnem pufru pri 25 °C. 
Viskoznost je podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,003 mPa∙s. 
cCsCl [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] 
0,1 0 83,8 1,010235 0,897 
0,5 0 78,84 1,060965 0,887 
1,0 0 72,53 1,123644 0,864 
1,4 0 68,59 1,174508 0,854 
1,75 0 65,42 1,217042 0,844 
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Tabela 18: Izmerjeni pretočni časi, gostote in pH ter izračunane viskoznosti za raztopine 
BSA (100 mg/mL) ob dodatku raztopin CsCl različnih koncentracij pri 25 °C. Viskoznost je 
podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,001 mPa∙s. 
cCsCl [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] pH 
0,1 100 144,7 1,038076 1,592 4,82 
0,5 100 132,06 1,089514 1,525 4,95 
1,0 100 122,03 1,152075 1,490 5,01 
1,4 100 115,64 1,202719 1,474 5,04 
1,75 100 110,65 1,248290 1,464 5,07 
Tabela 19: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunana viskoznost za raztopino BSA 
(100 mg/mL) ob dodatku raztopine NaCl (1 mol/L) v temperaturnem območju 5-45 °C. 
Viskoznost je podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,005 mPa∙s. 
T [°C] cNaCl [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] 
5 1,0 100 261,3 1,071545 2,972 
15 1,0 100 195,36 1,068859 2,210 
25 1,0 100 153,29 1,065496 1,729 
35 1,0 100 124,37 1,061544 1,382 
45 1,0 100 105,91 1,057059 1,185 
Tabela 20: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunana viskoznost za raztopino BSA 
(100 mg/mL) ob dodatku raztopine NaBr (1 mol/L) v temperaturnem območju 5-45 °C. 
Viskoznost je podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,005 mPa∙s. 
T [°C] cNaBr [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] 
5 1,0 100 242,74 1,110917 2,863 
15 1,0 100 182,96 1,107946 2,145 
25 1,0 100 144,43 1,104301 1,688 
35 1,0 100 117,42 1,100066 1,352 
45 1,0 100 99,43 1,095297 1,152 
Tabela 21: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunana viskoznost za raztopino BSA 
(100 mg/mL) ob dodatku raztopine NaI (1 mol/L) v temperaturnem območju 5-45 °C. 
Viskoznost je podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,005 mPa∙s. 
T [°C] cNaI [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] 
5 1,0 100 229,91 1,146553 2,798 
15 1,0 100 174,39 1,143206 2,110 
25 1,0 100 138,89 1,139192 1,675 
35 1,0 100 112,99 1,134590 1,342 
45 1,0 100 95,75 1,129462 1,144 
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Tabela 22: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunana viskoznost za raztopino BSA 
(100 mg/mL) ob dodatku raztopine LiCl (1 mol/L) v temperaturnem območju 5-45 °C. 
Viskoznost je podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,005 mPa∙s. 
T [°C] cLiCl [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] 
5 1,0 100 290,5 1,052641 3,246 
15 1,0 100 214,82 1,050791 2,389 
25 1,0 100 166,76 1,048135 1,850 
35 1,0 100 134,45 1,044790 1,471 
45 1,0 100 114,76 1,040839 1,264 
Tabela 23: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunana viskoznost za raztopino BSA 
(100 mg/mL) ob dodatku raztopine KCl (1 mol/L) v temperaturnem območju 5-45 °C. 
Viskoznost je podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,005 mPa∙s. 
T [°C] cKCl [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] 
5 1,0 100 227,24 1,077562 2,599 
15 1,0 100 173,57 1,075056 1,975 
25 1,0 100 137,68 1,071839 1,562 
35 1,0 100 112,9 1,068005 1,262 
45 1,0 100 97,31 1,063619 1,095 
Tabela 24: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunana viskoznost za raztopino BSA 
(100 mg/mL) ob dodatku raztopine RbCl (1 mol/L) v temperaturnem območju 5-45 °C. 
Viskoznost je podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,005 mPa∙s. 
T [°C] cRbCl [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] 
5 1,0 100 213,31 1,120835 2,538 
15 1,0 100 163,44 1,118188 1,934 
25 1,0 100 130,51 1,114816 1,540 
35 1,0 100 107,37 1,110811 1,249 
45 1,0 100 92,76 1,106246 1,086 
Tabela 25: Izmerjeni pretočni časi in gostote ter izračunana viskoznost za raztopino BSA 
(100 mg/mL) ob dodatku raztopine CsCl (1 mol/L) v temperaturnem območju 5-45 °C. 
Viskoznost je podana kot absolutna vrednost z napako ± 0,006 mPa∙s. 
T [°C] cCsCl [mol/L] cBSA [mg/mL] t [s] ρ [g/cm
3
] η [mPa·s] 
5 1,0 100 201,31 1,160099 2,479 
15 1,0 100 154,61 1,157363 1,894 
25 1,0 100 123,74 1,153881 1,511 
35 1,0 100 101,92 1,149748 1,227 
45 1,0 100 88,26 1,145031 1,069 
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5 Rezultati in razprava 
V sledečih razdelkih bom predstavil rezultate meritev viskoznosti raztopin BSA pri 
različnih koncentracijah in temperaturah ter ob dodatku različnih soli (alkalijski kloridi 
ter natrijevi halogenidi). Za raztopine čistega proteina v acetatnem pufru bom rezultate 
ovrednotil tudi s pomočjo dveh teoretičnih modelov. Komentiral bom, kako dodatek soli 
vpliva na vrednost pH raztopine.  
5.1 Viskoznost raztopin BSA v acetatnem pufru  
Na grafu 1 je prikazana temperaturna odvisnosti absolutne viskoznosti 20 mM 
acetatnega pufra, ki sem ga v vseh primerih uporabil kot topilo (modri simboli). Meritve 
so bile izvedene pri temperaturah 5, 15, 25, 35 in 45 °C. Na grafu je prikazana tudi 
modelna funkcija, ki je rezultat prileganja enačbe (22) eksperimentalnim podatkom in 
viskoznost čiste vode (zeleni simboli), pridobljena iz literature [24].  
 
Graf 1: Odvisnost viskoznosti od temperature za čisto vodo (zeleni simboli, vir [24]) in 20 mM 
acetatni pufer s pH = 4,3 (modri simboli, eksperimentalne meritve), ter modelna funkcija (enačba 
(22), polna črta). 
Vidimo, da viskoznost 20 mM acetatnega pufra s temperaturo pada. Vrednosti so zelo 
podobne tistim za čisto vodo (glej tabelo 26). Zmanjševanje viskoznosti topila s 
temperaturo je posledica manjše urejenosti molekul vode pri višjih temperaturah, torej 
zaradi šibkejših intermolekularnih interakcij med njimi. Z višanjem temperature 
termična energija molekul narašča, s tem pa slabijo intermolekularne interakcije, kar 
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vodi do zmanjševanja viskoznosti [25]. Kot posledica naraščanja temperature je šibkejša 
vodikova vez.  
Parametri modelne funkcije enačbe (22), ΔEpuf, Bpuf in Dpuf, ki sem jih dobil s 
prileganjem modelne funkcije enačbe (22) na eksperimentalne točke na grafu 1, z 
metodo najmanjših kvadratov, so zbrani v tabeli 26. V tabeli so podane tudi vrednosti za 
čisto vodo iz študije [8]. Iz grafa 1 vidimo, da modelna funkcija dobro opiše 
eksperimentalne podatke v celotnem območju meritev. 
Tabela 26: Vrednosti parametrov, pridobljenih iz modelne funkcije (enačba 22) 
za pufer in primerjava s parametri za vodo iz študije [8]. 
Parameter 20 mM acetatni pufer Voda [vir: 8] 
Bpuf 24,378 25,94 
Dpuf [K
-1
] 0,01751 0,02 
ΔEpuf [kJ/mol] 30,103 32,01 
Kot je razvidno iz primerjave vrednosti modelnih parametrov za 20 mM acetatni pufer 
ter čisto vodo se številčne vrednosti ne razlikujejo znatno. Viskoznost 20 mM 
acetatnega pufra je le malo različna od vrednosti za čisto vodo (koncentracija pufrskih 
zvrsti je nizka). Navedene parametre sem uporabil pri nadaljnjih računih, ko sem 
določeval modelne parametre (ΔEp, Bp in Dp) za raztopino BSA.  
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Na grafu 2 so prikazane vrednosti absolutne viskoznosti raztopin BSA v 20 mM 
acetatnem pufru pri temperaturah 5, 15, 25, 35 in 45 °C. Koncentracija proteina je bila v 
vseh primerih enaka, in sicer 100 mg/mL. 
 
Graf 2: Odvisnost viskoznosti raztopine BSA (100 mg/mL) od temperature v 20 mM acetatnem 
pufru (simboli) in modelna funkcija (enačba (16), polna črta) pomnožena z modelno funkcijo 
enačbe (22). 
Vidimo lahko, da viskoznost raztopine BSA s temperaturo pada. Kot smo omenili že pri 
temperaturnem trendu viskoznosti čistega pufra, gre zniževanje viskoznosti z rastočo 
temperaturo pripisati slabenju intermolekularnih interakcij. Prevladujoč vpliv ima tukaj 
verjetno topilo, lahko pa, da so pri višji temperaturi šibkejše tudi interakcije protein-
protein. S tem, ko medsebojne interakcije voda-voda in protein-protein s temperaturo 
slabijo, se molekule lažje gibljejo po raztopini in tako viskoznost raztopine BSA s 
temperaturo pada [25]. Primerjava vrednosti viskoznosti pufra in raztopine BSA pri 
dani temperaturi nam pove, da dodatek topljenca pufru zviša viskoznost raztopine glede 
na čisti pufer. Topljenec upočasni tekočino, saj deluje kot ovira, poleg tega pa lahko tudi 
rotira. S tem se del energije, ki omogoča, da tekočina teče, shrani v topljencu, kar 
povzroči, da se delci začnejo vrteti in viskoznost se zato poveča [26]. 
Raztopino BSA sem segrel tudi na 55 °C. Kot je navedeno v članku K. Monkosa se 
protein termično denaturira pri segrevanju nad 45 °C [8]. Raztopina BSA je v 
viskozimetru spremenila barvo iz rumenkaste v belo-sivo in se spremenila v gel. 
Posledično je bilo viskozimeter izredno težko očistiti. 
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Viskoznost je na grafu 2 podana na absolutni skali, modelna funkcija enačbe (16) pa je 
zapisana kot relativna viskoznost. Ker eksperimentalno določena viskoznost pufra s 
temperaturo pada hitreje kot viskoznost raztopine BSA, dobi potek relativne viskoznosti 
od temperature obliko črke U. Prileganje modelne funkcije na podatke relativne 
viskoznosti je bilo težavno, saj je privedlo do numerične nestabilnosti rešitve, zato sem 
se odločil, da bom modelno funkcijo prilegal absolutni vrednosti viskoznosti raztopine 
BSA. V ta namen sem modelno funkcijo enačbe (16) najprej pomnožil z izrazom za 
temperaturno odvisnost čistega pufra, η0, enačba (22), ter tako preoblikovano modelno 
funkcijo prilegal eksperimentalnim podatkom. Rezultat modela je na grafu 2 prikazan s 
polno črto. Vidimo, da je ujemanje modelne funkcije eksperimentalnim podatkom zelo 
dobro v celotnem območju meritev. 
Na grafu 3 je prikazana odvisnost relativne viskoznosti (viskoznost raztopine proti 
čistemu topilu) od koncentracije BSA v 20 mM acetatnem pufru. Meritve sem izvedel 
pri koncentracijah BSA 19,75; 39,5; 79; 100 in 158 mg/mL ter pri temperaturi 25 °C 
(simboli).  
 
Graf 3: Odvisnost relativne viskoznosti raztopin BSA v 20 mM acetatnem pufru pri 25 °C od 
koncentracije BSA (simboli). Podani sta tudi dve modelni funkciji: enačba (16) (zelena črta) ter 
model togih kroglic (enačba (27), rdeča črta). Spodnja x-os podaja masno koncentracijo BSA 
(mg/mL), zgornja x-os pa volumski delež proteina, modeliranega kot toga krogla. 
Iz grafa 3 lahko razberemo, da z naraščajočo koncentracijo BSA narašča tudi viskoznost 
raztopine. Kot je bilo že omenjeno, dodatek topljenca zviša viskoznost raztopine 
napram topilu, saj molekule topljenca delujejo kot ovire pri pretoku tekočine, hkrati pa 
del energije tekočine shranijo tudi v obliki rotacijskega gibanja molekul proteina. Pri 
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višji koncentraciji proteina je zaradi večjega števila molekul BSA v raztopini posledično 
tudi več interakcij protein-protein, kar vodi do združevanja proteinskih molekul v večje 
skupke (agregacija), kar posledično privede do večje viskoznost raztopine [27].  
Parametre modelne funkcije za opis viskoznosti raztopine BSA, sem določil po  
enačbi (16) s hkratnim prileganjem (globalna nelinearna metoda najmanjših kvadratov) 
modelne funkcije eksperimentalnim podatkom za temperaturno in koncentracijsko 
odvisnost viskoznosti (podatki z grafov 2 in 3). Tako sem dobil vrednosti za ΔEp, Bp in 
Dp, ki so zbrani v tabeli 27. V tabeli so navedene tudi vrednosti iz študije [8], kjer je bil 
protein raztopljen v čisti vodi in ne v pufru. 
Tabela 27: Vrednosti parametrov modelne funkcije enačbe (16) za raztopino 
BSA, pridobljenih z globalnim prileganjem funkcije na temperaturno in 
koncentracijsko odvisnost viskoznosti BSA. Podane so tudi literaturne 
vrednosti, ki odgovarjajo raztopini BSA v čisti vodi [8]. 
Parameter 
BSA v 20 mM 
acetatnem pufru pri  
pH = 4,3 BSA v vodi [vir: 8] 
Bp 3,709 × 105 3,891 × 105 
Dp [K
-1
] 639,64 648,8 
ΔEp [kJ/mol] 4,924 × 105 5,374 × 105 
ν [m
3
/kg] 2,043 × 10−3 1,417 × 10−3 
Primerjava vrednosti parametrov, ki sem jih dobil jaz, z literaturnimi, kaže, da pride 
med navedenimi vrednostmi do manjšega odstopanja. So pa moje in literaturne 
vrednosti istega velikostnega razreda. Razlike so razumljive, saj moje vrednosti 
odgovarjajo raztopinam BSA v acetatnem pufru pri pH = 4,3, literaturne pa vodnim 
raztopinam BSA pri pH = 5,2. Narava interakcij protein-protein je odvisna od vrednosti 
pH raztopine, saj je število ioniziranih skupin na proteinu odvisno od le-te (neto naboj 
na proteinu). Drugi razlog za odstopanje lahko iščemo v dejstvu, da so avtorji 
predhodne študije uporabljali protein istega proizvajalca pred štiriindvajsetimi leti. Tako 
je verjetno prišlo do kakšnih odstopanj v lastnostih, kajti znano je, da se biološki vzorci 
različnih šarž lahko razlikujejo. Tretji vzrok odstopanja pa gre iskati tudi v različnih 
vrednostih parametra α, kajti v prejšnji študiji so računali z molekulsko maso proteina 
66000 Da, medtem ko sem jaz računal z bolj natančno vrednostjo 66430 Da.  
Na grafu 3 je z rdečo krivuljo narisana tudi modelna funkcija za opis viskoznosti 
raztopine, ki delce topljenca obravnava kot toge kroglice. Najboljše prileganje 
eksperimentalnim podatkom sem dobil, če sem kot parameter prileganja v modelni 
funkciji enačbe (27) izbral radij topljenca. Rezultat nelinearne regresijske analize je bil 
Stokesov radij BSA 4,099 nm. Ta vrednost se ne sklada z eksperimentalnimi rezultati, 
kjer so za Stokesov radij izmerili vrednost 3,4 nm [7]. Iz tega lahko sklepam, da model 
v grobem lahko opiše spreminjanje viskoznosti BSA, vendar je potrebno molekule 
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proteina obravnavati kot večje sferične delce. Takšen rezultat je pričakovan, saj 
molekula BSA ni idealno sferična in toga, temveč ima bolj srčasto obliko (slika 1).  
Modelno funkcijo togih kroglic sem poskušal prilegati eksperimentalnim podatkom tudi 
glede na spreminjajoč se parameter pred členom 𝜙2, ki nastopa v enačbi (27). Za 
Stokesov radij sem uporabil literaturno vrednost 3,4 nm. Glede na teoretično dostopne 
vrednosti omenjenega parametra, je bil rezultat takšne analize nesmiseln; parametri, 
podani v literaturi, se gibljejo v intervalu med 4,8 in 6,17, medtem ko sem jaz dobil 
vrednost parametra 24. Ker je parameter pred 𝜙2 dobljen z zapletenimi izračuni, kjer so 
upoštevani prispevki za Brownovo gibanje, hidrodinamske interakcije med kroglicami, 
naključno porazdelitev delcev v raztopini, itd. [21], nadaljnje analize nisem delal.   
V primeru, da sem v modelni funkciji enačbe (27) kot parametra prileganja iskal tako 
radij kot člen pred 𝜙2, sem za rezultat dobil prenizko vrednost za Stokesov radij  
(1,68 nm), za parameter pred 𝜙2 pa povsem nesmiselno številko (2719). Iz tega sem 
zaključil, da je model togih kroglic smiselno uporabiti samo v primeru, da kot parameter 
prileganja uporabim radij molekule proteina.  
5.2 Viskoznost raztopin BSA v acetatnem pufru z dodano soljo  
V sledečih razdelkih bom predstavil, kako sol vpliva na viskoznost raztopine (čistega 
topila ter raztopine z dodanim proteinom). Rezultate bom komentiral v luči  
iono-specifičnih vplivov.  
5.2.1 Acetatni pufer z dodano soljo 
Na grafu 4 je prikazana odvisnost viskoznosti raztopin različnih soli v 20 mM 
acetatnem pufru od koncentracije soli. Meritve viskoznosti so bile izvedene pri 
temperaturi 25 °C. Viskoznosti so na grafu podane kot absolutne vrednosti. Pri merjenju 
viskoznosti sem uporabil soli različnih natrijevih halogenidov (NaCl, NaBr in NaI) in 
alkalijskih kloridov (LiCl, NaCl, KCl, RbCl in CsCl) koncentracij 0,1; 0,5; 1,0; 1,4 in 
1,75 mol/L. Edina izjema pri meritvah je bil KCl, kjer sem lahko meril največ do 
koncentracije 1 mol/L, saj topnost KCl ni dopuščala, da bi pripravil založno raztopino 
bolj koncentrirano od 3 mol/L. 
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Graf 4: Odvisnost viskoznosti raztopin soli v 20 mM acetatnem pufru od koncentracije soli 
natrijevih halogenidov in alkalijskih kloridov, merjenih pri 25 °C. Meritve za KCl so bile, zaradi 
omejene topnosti KCl, opravljene le pri koncentracijah 0.1, 0.5 in 1.0 mol/L. 
Viskoznost raztopin soli LiCl, NaCl, NaBr in NaI z njihovo koncentracijo narašča, 
medtem ko pri KCl, RbCl in CsCl v območju merjenih koncentracij pada (graf 4). Iz 
literature je znano, da se pri višjih koncentracijah teh soli viskoznost tudi začne 
povečevati z naraščajočo koncentracijo [28]. Opaženi trend (zniževanje viskoznosti 
raztopine s koncentracijo soli) je posledica kaotropnega kationa (K
+
, Rb
+
, Cs
+
), kot tudi 
kaotropnega aniona (Cl
-
), kajti skupaj prispevata k negativnem B-koeficientu v  
Jones-Doleovi zvezi (enačba 1), medtem ko je pri vseh ostalih soleh B-koeficient 
pozitiven, kar je skladno z njihovim trendom naraščanja viskoznosti s koncentracijo 
[29]. Vrednosti B-koeficientov ionov za vodne raztopine soli pri 25 °C so zbrane v 
tabeli 28. 
Tabela 28: B-koeficienti za posamezne ione v vodi pri 25 °C (vir [30]). Za 1-1 sol 
predpostavimo aditivnost B=∑Bi. 
Kation Bi [L/mol] 
 
Anion Bi [L/mol] 
Li
+
 0,146 
  Na
+
 0,085 Cl
-
 -0,005 
K
+
 -0,009 Br
-
 -0,033 
Rb
+
 -0,033 I
-
 -0,073 
Cs
+
 -0,047 
  
Svoje meritve v acetatnem pufru sem primerjal s podatki iz literature za odvisnost 
viskoznost raztopin soli v čisti vodi in ugotovil, da imajo enak trend in skoraj enake 
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vrednosti viskoznosti, kot v primeru raztopin v 20 mM acetatnem pufru. Za nekaj 
izbranih primerov je primerjava podana na grafu 5. Polni simboli na grafu so moje 
meritve (sol v 20 mM acetatnem pufru), prazni pa prikazujejo literaturne podatke za sol 
v čisti vodi [28]. Iz tega je sklepati, da delci uporabljenega pufra (ocetna kislina, 
natrijev acetat) ne spremenijo iono-specifičnih trendov v viskoznosti raztopine glede na 
podatke za raztopine soli v čisti vodi.  
 
Graf 5: Odvisnost viskoznosti vodne oz. pufrske raztopine od koncentracije različnih dodanih soli 
natrijevih halogenidov in alkalijskih kloridov. Prazni simboli predstavljajo literaturne podatke 
viskoznosti soli v čisti vodi (vir [28]), polni simboli pa so moje meritve v acetatnem pufru pri 25 °C. 
5.2.2 Raztopine BSA v acetatnem pufru z dodano soljo  
Na grafih 6 in 7 je prikazana odvisnost absolutne viskoznosti raztopin BSA v 20 mM 
acetatnem pufru od koncentracije soli natrijevih halogenidov (NaCl, NaBr in NaI;  
graf 6) oz. alkalijskih kloridov (LiCl, NaCl, KCl, RbCl, CsCl; graf 7) pri konstantni 
koncentraciji BSA (100 mg/mL). Koncentracije dodanih soli so bile 0,1; 0,5; 1,0; 1,4 in 
1,75 mol/L. Vse meritve so bile opravljene pri temperaturi 25 °C. NaF nisem uporabil, 
saj je dodatek NaF raztopini BSA povzročil, da se je protein oboril in meritve v 
kapilarnem viskozimetru ni bilo možno izvesti.  
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Graf 6: Odvisnost viskoznosti raztopin BSA v 20 mM acetatnem pufru od koncentracije dodanega 
natrijevega halogenida (Cl
-
, Br
-
, I
-
) pri koncentraciji BSA 100 mg/mL in temperaturi 25 °C. 
 
Graf 7: Odvisnost viskoznosti raztopin BSA v 20 mM acetatnem pufru od koncentracije 
alkalijskega klorida (Li
+
, Na
+
, K
+
, Rb
+
, Cs
+
) pri koncentraciji BSA 100 mg/mL in temperaturi  
25 °C. 
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Vidimo lahko, da imajo predstavljeni rezultati absolutnih viskoznosti raztopin 
BSA/pufer/sol tako za soli natrijevih halogenidov, kot tudi alkalijskih kloridov podobne 
trende, kot jih te soli izkazujejo v čistem pufru (oziroma vodi). V območju meritev z 
naraščanjem koncentracije soli LiCl, NaCl, NaBr in NaI viskoznost raztopin narašča, 
medtem ko pri KCl, RbCl in CsCl pada. Kljub temu, da je molarna koncentracija soli v 
pufrski raztopini za okoli ~10-100-krat večja od koncentracije BSA (~1,5 mM), pa so 
masne koncentracije soli v takšni raztopini primerljive z masno koncentracijo BSA  
(100 mg/ml). Na primer: masna koncentracija 1 mol/L raztopine LiCl (uporabljena sol z 
najmanjšo molsko maso) znaša 42,4 mg/mL, CsCl (uporabljena sol z največjo molsko 
maso) pa 168,4 mg/mL. Glede na to, da so masne koncentracije proteina in soli v 
raztopini primerljivega velikostnega reda, lahko sklepam, da je na trende viskoznosti 
raztopin BSA z dodatkom natrijevih halogenidov in alkalijskih kloridov različnih 
koncentracij znatno vplivala sol, prav tako kot v čistem pufru (vodi). Z grafov 8 in 9 pa 
lahko razberemo, da je na absolutno vrednost viskoznosti vplivala tako sol, kot tudi 
BSA v raztopini.  
Vpliv dodane soli na viskoznost raztopin BSA (100 mg/mL)  v 20 mM acetatnem pufru 
in na viskoznost pufrskih raztopin soli brez BSA pri 25 °C je za primer 1 mol/L soli 
podan na grafih 8 (natrijevi halogenidi) in 9 (alkalijski kloridi). 
 
Graf 8: Vpliv Cl
-
, Br
-
 in I
-
 na viskoznost raztopine BSA (100 mg/mL; modri stolpci, leva y-os) in na 
viskoznost raztopine soli brez BSA (rdeči stolpci, desna y-os) v 20 mM acetatnem pufru ob dodatku 
1 mol/L natrijevega halogenida pri temperaturi 25 °C. 
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Graf 9: Vpliv Li
+
, Na
+
, K
+
, Rb
+
, Cs
+
 na viskoznost raztopine BSA (100 mg/mL; modri stolpci,  
leva y-os) in na viskoznost raztopine soli brez BSA (rdeči stolpci, desna y-os) v 20 mM acetatnem 
pufru ob dodatku 1 mol/L alkalijskega klorida pri temperaturi 25 °C. 
Trendi, prikazani na grafih 8 in 9, sovpadajo s polarizabilnostjo anionov oz. kationov 
(glej tabelo 29), prisotnih v soleh dodanih natrijevih halogenidov oz. alkalijskih 
kloridov. Od polarizabilnosti ionov so odvisne disperzijske in indukcijske interakcije 
ion-ion, ion-topljenec, ion-topilo, ion-fazna meja v raztopinah, razporeditev elektronske 
gostote pa vpliva tudi na velikost iona [31]. Vplivi na viskoznost raztopine BSA, kot 
tudi na raztopine acetatnega pufra brez BSA ob dodatku različnih soli natrijevih 
halogenidov (graf 8) sledijo neposredni Hofmeistrovi vrsti (Cl
- 
> Br
- 
> I
-
). Glede na to, 
da sodijo vsi trije halogenidi med kaotropne ione, se je izkazalo, da vpliv na viskoznost 
slabi z naraščajočo polarizabilnostjo halogenidnega iona (glej tabelo 29). Enak trend je 
opazen tudi pri ostalih raztopinah BSA z dodatkom natrijeve soli (graf 6) in raztopinah 
soli v acetatnem pufru brez BSA (graf 4) pri vseh koncentracijah dodane soli, z izjemo 
vrednosti pri koncentraciji soli 0,1 mol/L. Tam so meritve podvržene večji 
eksperimentalni napaki, kar je privedlo do tega, da je bila viskoznost raztopine BSA z 
dodanim NaBr večja od viskoznosti z dodanim NaCl.  
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Tabela 29: Polarizabilnosti za posamezne ione v vodi pri 25 °C (vir [32]). 
Kation 
Polarizabilnost 
v vodi α(0) 
[Å
3
] 
 
Anion 
Polarizabilnost 
v vodi α(0) 
[Å
3
] 
Li
+
 0,0285 
  
Na
+
 0,1485 Cl
-
 3,764 
K
+
 0,7912 Br
-
 5,068 
Rb
+
 1,3411 I
-
 7,409 
Cs
+
 2,2643 
  
Z grafa 8 lahko razberemo, da je zmanjšanje viskoznosti v raztopini BSA, ob zamenjavi 
Br
-
 z I
-
 nekoliko bolj izrazito kot v primeru, ko Cl
-
 zamenjamo z Br
-
. Razlog za to bi 
lahko pripisali lastnosti I
-
, ki je relativno velik ion in s tem močan kaotrop, da lahko 
delno deluje že kot denaturant proteina. Na ta način vpliva na razvijanje proteina iz 
nativne oblike, ter s tem onemogoča interakcijo protein-protein. Le-to vodi do 
zniževanja viskoznosti raztopine [33].  
Na grafu 9 lahko vidimo, da trend viskoznosti raztopine BSA in trend viskoznosti 
raztopine acetatnega pufra brez BSA ob dodatku različnih alkalijskih kloridov sledi 
inverzni Hofmeistrovi vrsti (Li
+
 > Na
+
 > K
+
 > Rb
+
 > Cs
+
). Ravno tako kot v primeru 
natrijevih halogenidov (padanje viskoznosti raztopin BSA z večanjem polarizabilnosti 
aniona dodanega natrijevega halogenida), lahko isti trend vidimo tudi v primeru 
kationov alkalijskih kloridov (glej tabelo 29 in graf 9). Enakemu trendu viskoznosti 
sledijo tudi meritve, prikazane za raztopine BSA na grafu 7 in za raztopine soli v 
acetatnem pufru brez BSA, prikazane na grafu 4, z izjemo raztopin s koncentracijo 
dodane soli 0,1 mol/L. Odstopanja smo pripisali eksperimentalni negotovosti. Za razliko 
od halogenidov, kjer so bili vsi anioni kaotropi, sta pri alkalijskih kationih Li
+
 in Na
+
 
kozmotropa, K
+
, Rb
+
 in Cs
+
 pa kaotropi. Prav zato lahko na grafu 9 vidimo velik 
preskok v viskoznosti raztopin BSA in raztopin acetatnega pufra brez BSA ob dodatku 
NaCl oz. KCl. B-koeficient v Jones-Doleovi zvezi (enačba 1; glej tudi tabelo 28) je pri 
25 °C za NaCl pozitiven (0,080 L/mol), medtem ko je za KCl negativen (-0,014 L/mol).  
Zanimiva je primerjava mojih eksperimentalnih meritev viskoznosti raztopin BSA ob 
dodatku soli s študijo, kjer so določevali vplive soli na difuzijski koeficient molekul 
BSA [6]. Tako viskoznost raztopin kot difuzijski koeficient proteina sta dinamični 
količini. Trendi v rezultatih, ki so jih dobili avtorji omenjene študije za difuzijski 
koeficient, pa se od mojih trendov v viskoznosti raztopin BSA na prvi pogled 
razlikujejo. V omenjeni študiji je imel BSA v raztopini natrijevih halogenidov ravno 
obraten trend naraščanja difuzijskega koeficienta za anione, tako da je imel najmanjši 
difuzijski koeficient v raztopini z dodatkom NaCl, največjega pa v raztopini z dodatkom 
NaI [6]. Ker sta po Stokes-Einsteinovi enačbi (𝐷 = 𝑘𝐵𝑇/6𝜋𝜂𝑟) difuzijski koeficient in 
viskoznost obratno sorazmerna, so izmerjeni trendi dejansko identični v obeh količinah. 
Bolj zanimiva je primerjava med trendi v difuzijskem koeficientu in viskoznostjo 
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raztopine BSA v primeru alkalijskih kloridov. Meritve za difuzijski koeficient se ne 
ujemajo z mojimi meritvami za viskoznost. Avtorji omenjene študije so za difuzijski 
koeficient dobili vrsto, kjer je v raztopinah BSA z dodatkom alkalijskih kloridov za 
katione veljal trend: Rb
+
 ~ K
+ 
> Na
+ 
> Cs
+
 ~ Li
+
 [6]. Zakaj je prišlo pri kationih do 
takšnega trenda (vrstni red ne sledi Hofmeistrovi vrsti), so avtorji skušali razložiti 
takole: do takšnega trenda pride zaradi razlike v vezavi kationa na površino BSA, kjer 
naj bi se Li
+
 in Cs
+ 
bolj močno vezala kot npr. K
+
. S tem naj bi naredila površino BSA 
bolj negativno in prevladoval bi odboj med molekulami BSA [6].   
Zanimivo, da se tudi ob upoštevanju teh predvidevanj njihovi rezultati še zmeraj ne 
ujemajo z mojimi eksperimentalnimi meritvami, kjer sem za viskoznosti raztopin dobil 
inverzno Hofmeistrovo vrsto glede na identiteto kationa soli alkalijskega klorida. Morda 
je težava v tem, da so kationi bolj »občutljivi« na pogoje meritev, kot pa denimo anioni, 
kjer se meritve med seboj skladajo. Meritve v prejšnji študiji so bile opravljene pri 
koncentraciji BSA 40 mg/mL, koncentraciji dodane soli 0,1 mol/L, temperaturi 37 °C in 
pH = 7 [6], medtem ko sem jaz opazoval razlike pri koncentraciji BSA 100 mg/mL, 
koncentraciji dodane soli 1 mol/L, temperaturi 25 °C in pH = 4,3. Spremenjeni pogoji, 
zlasti koncentracija soli ter vrednost pH raztopine, lahko znatno vplivajo na  
iono-specifične vplive.   
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5.2.3 Relativne viskoznosti raztopin BSA z dodano soljo 
Na grafu 10 so prikazane relativne viskoznosti raztopin BSA (100 mg/ml) v 20 mM 
acetatnem pufru za vse uporabljene soli pri 25 °C. Relativne vrednosti za vsako točko 
na grafu sem dobil tako, da sem viskoznost raztopine BSA z dodatkom soli delil z 
viskoznostjo slepe raztopine za sol v pufru, pri vsaki izmed merjenih koncentracij.  
 
Graf 10: Odvisnost relativne viskoznosti raztopin BSA v 20 mM acetatnem pufru od koncentracije 
dodane soli pri koncentraciji BSA 100 mg/mL in temperaturi 25 °C. 
Vidimo lahko, da se viskoznost raztopine BSA ob dodatku majhne koncentracije  
(0,1 mol/L) katerekoli soli zmanjša glede na vrednost za BSA v raztopini brez soli. Zelo 
verjetno je, da ioni dodane soli interagirajo s proteinom tako, da senčijo nabite skupine 
(ionizirane aminokisline) na površini proteina. Posledično se zaradi interakcij ion-ion in 
ion-dipol zato zmanjšajo interakcije protein-protein v raztopini, kar poveča topnost 
proteinskih molekul, zniža pa viskoznost. Govorimo o procesu vsoljevanja [34,35]. Ob 
večanju koncentracije soli (proti 1,75 mol/L) pa se vidi tudi porast v viskoznosti 
raztopine BSA z dodano soljo. To bi lahko pripisali dejstvu, da se sol ne veže več 
preferenčno s površino proteina, kar privede do izsoljevanja. Domnevali bi lahko tudi, 
da bodo ob povečani koncentraciji soli v raztopini ioni soli v raztopini nase vezali 
večino molekul vode ter s tem nekoliko dehidratirali protein. Tako bi lahko bilo v 
raztopini več prostih proteinskih molekul in med njimi bi lahko prevladovale interakcije 
protein-protein, kar bo tvorilo večje proteinske agregate. S tem se bo zmanjšala topnost 
proteinskih molekul, povečala pa viskoznost raztopine. V tem primeru gre za proces 
izsoljevanja [35].  
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5.3 Temperaturna odvisnost viskoznosti raztopin BSA z dodano soljo 
Grafa 11 in 12 prikazujeta odvisnost viskoznosti raztopin BSA s koncentracijo proteina 
100 mg/mL v 20 mM acetatnem pufru od temperature pri dodani soli s koncentracijo  
1 mol/L. Uporabil sem vrsto natrijevih halogenidov (NaCl, NaBr, NaI) oz. alkalijskih 
kloridov (LiCl, NaCl, KCl, RbCl, CsCl). Meritve sem opravil pri temperaturah 5, 15, 
25, 35 in 45 °C. Viskoznosti so prikazane na absolutni skali.  
 
Graf 11: Odvisnost absolutne viskoznosti raztopine BSA (100 mg/mL) v 20 mM acetatnem pufru z 
dodanim 1 mol/L natrijevim halogenidom (Cl
-
, Br
-
, I
-
) od temperature. 
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Graf 12: Odvisnost absolutne viskoznosti raztopine BSA (100 mg/mL) v 20 mM acetatnem pufru z 
dodanim 1 mol/L  alkalijskim kloridom (Li
+
, Na
+
, K
+
, Rb
+
, Cs
+
)  od temperature. 
Iz obeh grafov lahko razberemo, da viskoznost raztopine BSA ob dodani soli pada s 
temperaturo, enako kot v primeru raztopine BSA v pufru brez dodane soli (graf 2). 
Razlog gre zopet iskati v večji termični energiji molekul pri višji temperaturi ter s tem 
slabenju intermolekularnih interakcij med delci sistema (protein-protein, ion-ion, 
protein-ion, voda-voda).  
Na obeh grafih (11 in 12) se vidi zanimiv pojav pri dodatku soli raztopini BSA v pufru. 
Z večanjem temperature se razlike v viskoznosti raztopin glede na vrsto dodane soli 
zmanjšujejo. Tako imamo razlike v viskoznosti najbolj občutno vidne pri 5 °C, medtem 
ko so pri 45 °C razlike še komaj opazne. Pojav je najverjetneje povezan s temperaturno 
odvisnostjo strukturiranja vode okoli ionov in delitvijo ionov na kozmotrope oz. 
kaotrope. Kozmotropni ioni (Li
+
 in Na
+
) urejajo strukturo vode v njihovi okolici, 
medtem ko jo kaotropni (Cl
-
, Br
-
, I
-
, K
+
, Rb
+
 in Cs
+
) rušijo. Ta razlika se opazi na  
grafu 12 med viskoznostjo raztopine BSA ob dodatku LiCl oz. NaCl ter ostalimi 
alkalijskimi halogenidi pri 5 °C. Pri nizki temperaturi je termična energija molekul dosti 
manjša kot pri višji, zato bi lahko prevladal ionski efekt urejanja strukture vode v 
okolici. To bi pomenilo, da Li
+
 in Na
+
 bolj trdno vežeta vodo v lastno okolico (velika 
gostota naboja iona), kar bi lahko privedlo do povečanja interakcije protein-protein med 
molekulami BSA in s tem do porasta v viskoznosti. Razlike v viskoznosti za kaotropne 
ione ostalih alkalijskih kloridov in natrijevih halogenidov pri 5 °C niso tako izrazite, kot 
je razlika v viskoznosti para kozmotrop-kaotrop [36].  
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Pri visokih temperaturah se te razlike glede na identiteto ionov dodane soli izgubijo, 
zlasti na račun povišane termične energije molekul vode, ionov soli ter molekul BSA. 
Zaradi večje termične energije bi se lahko začele molekule vode, ki niso v neposredni 
bližini nabitih delcev v raztopini, hitreje gibati. Njihova lastna energija bi tako 
prevladala nad interakcijo dipol-dipol med molekulami vode. Hkrati s tem pa z 
naraščanjem temperature slabi tudi vodikova vez med molekulami vode. S tem bi se 
neodvisno od vrste iona rušila struktura vode v njegovi okolici, kar povzroči zmanjšanje 
viskoznosti [36]. Da je pri višjih temperaturah viskoznost skoraj neodvisna od vrste iona 
pričata tudi grafa 11 in 12, kjer lahko vidimo, da so razlike v viskoznosti med različnimi 
ioni zelo majhne pri 45 °C v primerjavi z viskoznostmi pri 5 °C.   
Kot je vidno na grafu 11 trend viskoznosti raztopin BSA z dodanimi natrijevimi 
halogenidi za anione zopet sledi neposredni Hofmeistrovi vrsti (Cl
-
 > Br
-
 > I
-
) pri vseh 
temperaturah merjenja, medtem ko trend viskoznosti raztopin BSA z dodanimi 
alkalijskimi kloridi za katione (graf 12) zopet sledi inverzni Hofmeistrovi vrsti  
(Li
+
 > Na
+
 > K
+
 > Rb
+
  > Cs
+
) pri vseh temperaturah merjenja. 
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5.4 Odvisnost vrednosti pH raztopin BSA od koncentracije soli  
Ne glede na to, da naj bi pufer omogočal vzdrževati konstantno vrednost pH v raztopini 
(v mojem primeru 4,3), pa so meritve pH raztopin pokazale drugače. Že z dodatkom 
BSA v raztopino čistega pufra s pH = 4,3, je vrednost pH narasla na 4,55. To bi lahko 
bila posledica tega, da ima BSA veliko nabitih skupin in se v raztopini obnaša kot 
poliamfolit. Morda se ravno zaradi tega veže na površino steklene elektrode in zaradi 
svoje velikosti ovira dostop oksonijevih ionov do njene površine in tako zviša vrednost 
pH [33]. 
Na grafih 13 in 14 je prikazana odvisnost pH raztopine BSA (100 mg/mL) v 20 mM 
acetatnem pufru (nominalna vrednost pH = 4,3) od koncentracije dodane soli (natrijevi 
halogenidi oz. alkalijski kloridi). Meritve pH so bile opravljene pri 25 °C, raztopine pa 
so imele dodano sol s koncentracijami 0,1; 0,5; 1,0; 1,4 in 1.75 mol/L. 
 
Graf 13: Odvisnost vrednosti pH raztopin BSA (100 mg/mL) v 20 mM acetatnem pufru od 
koncentracije dodane soli za natrijeve halogenide (Cl
-
, Br
-
, I
-
) pri temperaturi 25 °C. 
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Graf 14: Odvisnost vrednosti pH raztopin BSA (100 mg/mL) v 20 mM acetatnem pufru od 
koncentracije dodane soli za alkalijske kloride (Li
+
, Na
+
, K
+
, Rb
+
, Cs
+
) pri temperaturi 25 °C. 
Na grafih 13 in 14 lahko vidimo, da takoj ob dodatku soli v raztopino BSA/pufer pH 
raztopine naraste. To bi bila lahko posledica spremembe v koeficientu aktivnosti 
oksonijevih ionov, ki je neposredno povezan z ionsko močjo raztopine. Ionska moč 
raztopine pa je neposredno povezana s koncentracijo zvrsti v raztopini. Če tako 
primerjamo raztopino čistega pufra pri pH = 4,3 in raztopino 1 mol/L soli v pufru brez 
BSA, lahko vidimo, da je koncentracija oksonijevih ionov v primerjavi z ioni soli 
~100,000-krat nižja. Tako se bo ionska moč raztopine povečala, koeficient aktivnosti za 
oksonijeve ione pa se bo posledično zmanjšal. Ko pa v tem izračunu upoštevamo še, da 
ionski moči raztopine poleg oksonijevih ionov in ionov soli prispevajo še molekule 
BSA, pa dejansko vidimo trend, ki se pojavi na grafih 13 in 14. Vrednost pH pufra 
naraste že ob samem dodatku BSA, še dodatno pa naraste ob dodatku soli.  
Zanimivo razlago, zakaj pride se pojavi porast pH ob dodatku soli, je v svojem članku 
predstavil M. Boström s sodelavci, ko so opazovali, kako se spreminja vrednost pH ob 
dodatku različnih soli koncentracij do 1 mol/L v deionizirano vodo [37]. Sklepali so, da 
ob dodatku soli v raztopino, pozitivni ioni uspešno tekmujejo z oksonijevimi ioni za 
vezavo na površino steklene (indikatorske) elektrode. S tem se naj ne bi vezali vsi 
oksonijevi ioni na površino in tako naj bi prišlo do povišanja vrednosti pH [37]. 
Prav tako lahko pri vseh raztopinah BSA, v prisotnosti natrijevih halogenidov (graf 13) 
oz. alkalijskih kloridov (z izjemo LiCl; graf 14), vidimo trend naraščanja vrednosti pH z 
naraščajočo koncentracijo soli. Glede na zgoraj opisano predvidevanje bi lahko takšno 
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razlago sprejeli, kajti ob naraščanju koncentracije elektrolita, narašča tudi ionska moč 
raztopine in posledično koeficient aktivnosti za oksonijeve ione pada (pH narašča).  
Zanimivo je, kako se vrednost pH spreminja v raztopini BSA ob dodatku LiCl (graf 14). 
Z naraščanjem koncentracije LiCl v raztopini vrednost pH pada. Ta padec so  
M. Boström in sodelavci predstavili kot vpliv anionov [37]. Njihov sklep je temeljil na 
tem, da z večanjem polarizabilnosti aniona lahko pride do pojava, kjer naj bi anionov 
privlačni ionski disperzijski potencial prevladal nad elektrostatskim odbojem negativne 
površine steklene elektrode in negativno nabitim delcem. Tako naj bi se zaradi povečane 
negativno nabite površine steklene elektrode, povečala površinska koncentracija 
oksonijevih ionov na stekleni elektrodi in zato naj bi vrednost pH padla. 
Iz grafov 15 in 16 lahko lepo vidimo tudi trend spreminjanja vrednosti pH glede na 
izbrani anion pri natrijevih halogenidih (graf 15) in kation pri alkalijskih kloridih  
(graf 16). Podatki so predstavljeni za primer 100 mg/mL raztopine BSA v 20 mM 
acetatnem pufru z dodano 1 mol/L soljo pri 25 °C.  
 
Graf 15: Vpliv Cl
-
, Br
-
 in I
-
 na pH raztopine BSA (100 mg/mL) v 20 mM acetatnem pufru ob 
dodatku 1 mol/L natrijevega halogenida pri temperaturi 25 °C. 
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Graf 16: Vpliv Li
+
, Na
+
, K
+
, Rb
+
, Cs
+
 na pH raztopine BSA (100 mg/mL) v 20 mM acetatnem pufru 
ob dodatku 1 mol/L alkalijskega klorida pri temperaturi 25 °C. 
Iz grafov 15 in 16 se vidi, da vrednost pH raztopine BSA v acetatnem pufru z dodatkom 
soli narašča s polarizabilnostjo spreminjajočega se iona. To velja tako pri natrijevih 
halogenidih kot tudi alkalijskih kloridih. Bolj kot je ion polarizabilen, višja bo vrednost 
pH raztopine proteina z dodano soljo. Tako ima raztopina BSA z dodatkom NaCl 
najnižjo vrednost pH, BSA z dodatkom NaI pa najvišjo med natrijevimi halogenidi, 
medtem ko ima najnižjo vrednost pH pri alkalijskih kloridih raztopina BSA z dodatkom 
LiCl, najvišjo pa raztopina BSA z dodatkom CsCl. Za ta pojav so M. Boström in 
sodelavci v članku [37] predvidevali, da se bo ion z večjo polarizabilnostjo lažje vezal 
na površino steklene elektrode, s tem zasedel več prostora, kar bi naj bi onemogočalo 
dostop oksonijevim ionom do površine steklene elektrode. Zaradi tega naj bi se potem 
vrednost pH dvignila glede na raztopino čistega proteina v pufru. 
Eksperimentalni rezultati nakazujejo, da za vrednosti pH raztopin BSA z dodano soljo 
pri natrijevih halogenidih za anione velja inverzna Hofmeistrova vrsta (Cl
- 
< Br
- 
< I
-
), 
medtem ko pri alkalijskih kloridih za katione velja neposredna (Li
+ 
< Na
+ 
< K
+ 
< Rb
+ 
< 
Cs
+
). Ta trend je zelo zanimiv, če ga primerjamo s trendom za viskoznost raztopin. Tam 
je za anione veljala neposredna, medtem ko je za katione veljala inverzna Hofmeistrova 
vrsta.  
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6 Zaključek 
V magistrskem delu sem preučeval iono-specifične vplive na viskoznost raztopin BSA, 
ki sem jo določil s pomočjo Ostwaldovega kapilarnega viskozimetra. Rezultate sem 
nato ovrednotil v luči Hofmeistrove vrste za katione in anione. 
Izkazalo se je, da je za raztopine BSA z dodatkom soli natrijevih halogenidov za anione 
veljala neposredna Hofmeistrova vrsta (Cl
-
 > Br
-
 > I
-
), medtem ko je za raztopine z 
dodatkom soli alkalijskih kloridov za katione veljala inverzna Hofmeistrova vrsta  
(Li
+
 > Na
+ > K+ > Rb+ > Cs+). Takšen trend sem opazil tako pri temperaturnem razponu 
meritev od 5 do 45 °C pri koncentraciji soli 1 mol/L in koncentraciji BSA 100 mg/mL, kot 
tudi pri različnih koncentracijah soli v razponu od 0,1 do 1,75 mol/L pri koncentraciji BSA 
100 mg/mL in temperaturi merjenja 25 °C.  
Prav tako sem iono-specifične vplive opazil pri vrednosti pH raztopin BSA-sol. Ta trend 
sovpada s koncentracijo dodane soli in polarizabilnostjo iona. Ob dodatku BSA v pufer 
ali ob dodatku soli v raztopino BSA v pufru, se je vrednost pH zvišala. Pri anionih 
(dodan natrijev halogenid) sem dobil inverzno Hofmeistrovo vrsto (I
-
 > Br
-
 > Cl
-
), 
medtem ko je bila pri kationih (dodan alkalijski klorid) opažena direktna Hofmeistrova 
vrsta (Cs
+
 > Rb
+
 > K
+
 > Na
+
 > Li
+
). Takšna trenda sem dobil pri koncentraciji BSA 100 
mg/mL, temperaturi 25 °C in razponu koncentracij dodanih soli od 0,1 do 1,75 mol/L.  
Vidimo lahko tudi, da semi-empiričen model zasnovan na preoblikovani Arrheniusovi 
enačbi dobro opiše temperaturno in koncentracijsko odvisnost viskoznosti čistega BSA 
v acetatnem pufru. Po drugi strani pa uporaba modela togih kroglic za opis viskoznosti 
ni primerna. Najboljše rezultate da teorija takrat, ko modelno funkcijo prilegamo 
eksperimentalnim rezultatom glede na Stokesov radij, vendar je vrednost radija 
molekule proteina prevelika v primerjavi z eksperimentalnimi podatki.  
Morda bi bilo v prihodnje smiselno opraviti še študijo iono-specifičnih vplivov na 
viskoznost BSA, pri koncentraciji proteina ~40 mg/mL (toliko kot je približna 
koncentracija v goveji krvi) in različnih koncentracijah soli (< 0,1 mol/L) pri 
temperaturi ~37 °C. S tem bi simulirali fiziološke pogoje v telesu goveda. Zanimivo bi 
bilo tudi primerjati vrednosti viskoznosti HSA in BSA, ter vplive soli na človeški 
serumski albumin. Vendar je tu treba paziti, da koncentracije soli ne bi bile prenizke, 
kajti možnost eksperimentalne napake se z nižanjem koncentracije soli povečuje. Na to 
težavo sem v primeru raztopin z 0,1 mol/L dodano soljo naletel tudi sam.  
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